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Abstrakt
Abstrakt

Tato prace zkouma vliv kryoprezervace na mechanickou odezvu arterialnich Stepi
vyuzivanych jako cévni ndahrady. Vzorky tepen byly cyklicky zatéZovany vnitrnim tlakem
pomoci inflacné-extenznich testu. Byly ziskany a porovnany charakteristiky dvou skupin
kryoprezervovanych arterialnich stepi, lisici se zpiisobem rozmrazeni: pomalu rozmrazené
(dle standardniho protokolu TU FNHK, tedy priblizné po dobu 120 minut) a rychle
rozmrazené (po dobu 5 minut ve vodni lazni). Testovany byly také dvé skupiny nativnich
vzorkil tepen: skupina ziskand pri multiorganovych odbérech, skupina vzorkii odebranych
Z kadaveru. Zkoumano bylo celkem 32 vzorkii od 32 darci tj. — 10 rychle rozmrazenych,
8 pomalu rozmrazenych, 5 vzorkii z multiorganovych odbérii a 9 vzorki z kadaveri. Vzorky
byly nejprve cyklicky zatézovany kvazistaticky, poté cyklovany vyssi frekvenci a nakonec
opét kvazistaticky. Vyhodnocovany a porovnany byly charakteristiky vSech uvedenych
skupin arterii ziskané ze zatéZujici casti 8. a 65. cyklu kvazistatického zatézovani.
S ohledem na mechanickou odezvu pri zatézovani byl vyhodnocen viiv kryoprezervace,
rychlosti rozmrazeni a typu odbéru nativnich vzorkii. Zkouman byl i vliv ndsobného
cyklického zatézovani. Pro vypocet napeéti byla vyuzZita teorie tenkosténnych valcovych
skorepin. Porovnadni zavislosti napéti-deformace bylo provedeno ve sméru obvodovém
| axidlnim. Ze ziskanych charakteristik je zjevné, Ze vSechny skupiny vzorkii se
V obvodovém smeéru deformuji vice nez v axidlnim. Zasadnim poznatkem této prace je, ze
kryoprezervace ma vliv na ndrist poddajnosti arterialni stény v obvodovém i axialnim
smeéru. Predevsim v axidlnim sméru jsou deformace kryoprezervovanych vzorkii znatelne
vetsi v porovnani s nativnimi vzorky. Kryoprezervace ma ziejmé vliv na zménu struktury
arterialni steny. Tyto zmény se projevi poklesem miry anizotropie. VIiv cyklického
zatézovani je patrny u kryOprezervovanych vzorku — predevsim u rychle rozmrazenych,
které se stavaji poddajnéjsimi. Kryoprezervované vzorky vykazuji podobné charakteristiky
pri zatézovani priblizné do hodnoty diastolického tlaku. Pri vyssim zatizeni se rychle
rozmrazené vzorky deformuji vice. Nativni tepny z kadaverii tuhnou pri vyssim zatizeni
rychleji nez vzorky z multiorganovych odbérii. Nativni vzorky z multiorganovych odbéri
a pomalu rozmrazené vzorky vykazuji nad hodnotou diastolického tlaku podobnou odezvu,

tj. trendy — smérnice charakteristik jsou podobné.
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Abstract

This thesis deals with the effect of cryopreservation on mechanical properties
of arterial allografts used for vascular replacements. Arterial specimens were loaded
cyclically by internal pressure during inflation-extension tests. Mechanical characteristics
of two groups of cryopreserved arterial grafts with different thawing protocol were
obtained and compared: slow-thawed grafts (according to standard thawing protocol
TU FNHK — 120 minutes in refrigerator) and rapid-thawed (5 minutes in water bath
at 37 °C). Two groups of fresh allografts were also tested: grafts from multiorgan harvest
and grafts from cadavers. There were 32 grafts from 32 donors tested in total — 10 rapid-
thawed, 8 slow-thawed, 5 from multiorgan harvest and 9 cadaverous. All grafts were
tested with quasistatic loading, then with higher loading frequencies and with quasistatic
loading again at the end. The mechanical characteristics from 8. and 65. cycle
of quasistatic loading were examined and compared between all four groups of grafts.
The effect of cryopreservation, different thawing protocol and effect of different source
of fresh grafts was examined as well as effect of cyclic loading. The theory of thin-walled
structures was used to calculate stress in arterial wall during testing. Mechanical stress-
strain characteristics were compared in both circumferential and axial direction.
The results are that circumferential deformations in all groups of grafts are higher than
in axial direction. One of the main findings is that cryopreservation has effect on increase
of arterial wall deformation in circumferential and axial direction. Especially in axial
direction the deformations are significantly higher in comparison with fresh allografts.
Cryopreservation probably causes some changes in structure of arterial wall which results
in anisotropy decrease. The effect of cyclic loading can be seen on cryopreserved graft
group, mainly the rapid-thawed grafts report higher deformations. Both cryopreserved
graft group have similar mechanical characteristics until the diastolic pressure level.
Rapid-thawed grafts tend to deform more above this pressure level. Cadaverous fresh
grafts tend to be stiffer with higher stresses than fresh grafts from multiorgan harvest.
Fresh grafts from multiorgan harvest and slow-thawed grafts have similar mechanical
characteristics above the diastolic pressure level — trends of characteristics are similar.
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Seznam pouZzitych symbolu a zkratek

1 Seznam pouzitych symbolii a zkratek

Znacka

p
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0,04

01,2

&
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> - & O

Rm, Ri,Re

Dm

Jednotka
[kPa]
[kPa]
[kPa]
[kPa]

[-]
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[N]
[N]
[mm]
[mm]

[mm]
[mm]

[mm]
[mm]
[mm]
[mm]
[mm]
[mm]
[mm]
[°]
[mm]

[mm?]

Popis

Vnitini tlak ve vzorku

Cauchyho napéti

Cauchyho napéti v obvodovém, axialnim sméru
Cauchyho napéti ve dvou kolmych smérech
Deformace

Deformace v obvodovém, axidlnim sméru

Stre¢ v obvodovém, axialnim a radidlnim sméru
Vngjsi silovy ucinek

Vn¢éjsi silovy ucinek ve dvou kolmych smérech
Referen¢ni polomér vzorku

Okamzity polomér vzorku, pii zatizeni
Referencni délka vzorku, délka ve dvou kolmych smérech

Okamzita délka vzorku, pfi zatizeni, délka ve dvou kolmych
smérech

Referenéni primér vzorku

Okamzity prumér vzorku, pfi zatizeni

Referencni tloustka vzorku

Okamzita tloustka vzorku, pti zatizeni

Stfedni, vnitini a vnéj$i polomér vzorku

Stfedni primér vzorku

Stfedni obvod vzorku

Uhel rozevieni krouzku vytnutého z cévniho §tépu
Poloméry kiivosti ve dvou kolmych smérech

Prafez stény cévniho Stépu
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Zkratka
VEN

TU FNHK
VEN
VSM
HGO
GOH
PTFE
CPA

RD

PD

Multi
Kad

Popis

Vseobecna fakultni nemocnice v Praze

Tkanova ustredna Fakultni nemocnice Hradec Kralové
Vseobecna fakultni nemocnice Praha

Vena saphnena magna

Hyperelasticky model Holzapfel, Gasser, Ogden
Hyperelasticky model Gasser, Ogden, Holzapfel
Polyterafluorethylen (teflon)

Kryopretektanty (cryoprotective agents)

Rychle rozmrazené kryoprezervoané $tépy
Pomalu rozmrazené kryoprezervoané §tépy
Nativni §t€py z multiorganovych odbéra

Nativni §t€py z kadavert
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Uvod/Cile prace

2 Uvod

Onemocnéni kardiovaskularniho systému jsou celosvétové nejcastéjsi priCinnou tmrti [1].
Mezi onemocnéni cév patii piredevSim aterosklerdza, tromboembolickd choroba nebo
varixy. V ptipad¢ pokrocilého onemocnéni cév, kdy postizeni jiz neni mozné efektivné
1é¢it medikamenty nebo intervencni lécbou, je potieba pouzit chirurgickou lé¢bu —
implantaci cévni nahrady. Vedle revaskularizace postizeného mista cévnim $t€pem piimo
z téla pacienta a vedle umélych cévnich nahrad je pro své piiznivé vysledky uzivana
moznost biologickych cévnich ndhrad od dérch, tzv. alotransplantaty. Pro uskladnéni
cévnich $tépl po vyoperovani tak, aby mohly byt pouzity v pozadovany ¢as, je vyuzivana
metoda kryoprezervace.

Kryoprezervace cév je uchovani cévnich §tépl pfi teplotdch hluboko pod bodem
mrazu, kdy jsou téméf pozastaveny metabolické a chemické procesy v biologickém
materidlu a dochdzi k ucinné konzervaci. Takto konzervované cévni §tépy mohou byt
skladovéany v fadu né¢kolika let az do doby opétovného rozmrazeni a implantace. Lze tak
vytvotit tkdniovou banku, pomoci které je mozné uspokojit poptdvku po anatomicky
a geometricky rozliénych cévnich §tépech téméf okamzitd. V Ceské republice jsou
kryoprezervované $tépy uzivany v lékatrské praxi od roku 2011, jedna se tak o pomérné
novou a progresivni variantu cévnich nahrad u nés.

Komplikaci pti kryoprezervaci mohou byt vznikajici krystalky ledu pii zmrazovéani
arozmrazovani, které narusSuji strukturu cévni stény. To ma poté vliv na zménu
mechanickych vlastnosti kryoprezervovanych §t€pd oproti nativnim S$t€piim a muize vést
ke $patné funkénosti §tépi pii zatizeni v krevnim fecisti. Ackoli je metoda kryoprezervace
cév dlouho zndméd a ve sv&€t¢ uzivana, stidle nebyl optimalizovan zplisob zmrazeni
arozmrazeni natolik, aby nedochéazelo k poskozeni morfologicky rozmanité tkané cévni
stény. Zistava tak v této oblasti misto pro vyzkum, popis a optimalizaci pouzitych metod
kryoprezervace.

Tato prace je soucasti dlouhodobého vyzkumu kryoprezervovanych cévnich
néhrad, ktery probiha v ramci spoluprace laboratofe biomechaniky Fakulty strojni CVUT
s VFN v Praze a s TU FNHK. V piedchozich pracich byl provéfovan vliv kryoprezervace
na mechanické vlastnosti zilnich stépt (konkrétné VSM). V této praci je zkoumana
mechanicka odezva kryoprezervovanych tepennych stépi. Mechanické charakteristiky
tepennych vzorki jsou ziskany experimentalné provedenim inflacné-extenznich test.
Zkouman je vliv rychlosti rozmrazeni (pomaly a rychly zptsob) a vliv kryoprezervace —
mechanické  charakteristiky kryoprezervovanych ~ vzorki  jsou  porovnany
S charakteristikami nativnich vzorkti. Vysledky ziskané zkoumanim kryoprezervovanych
tepennych $tépli pak mohou byt porovnany s vysledky u kryoprezervovanych Zzilnich $tépt
z prechozich praci.
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3 Cile prace

Tato bakalafskd prace se zabyva mechanickymi vlastnostmi kryoprezervovanych

a cerstvych tepennych stépti. Mezi hlavni cile této prace patii:

e seznamit se S mechanickymi vlastnostmi cév a cévnich nahrad

e seznamit se s technikami kryoprezervace a moznym vlivem na vlastnosti mékkych
tkani, pfedevsim tepen

e zpracovat experimentalni data a analyzovat charakteristiky s ohledem na vliv
kryoprezervace, vliv rychlosti rozmrazeni tepennych Stépt, vliv ziskédni nativnich

vzorkll z multiorgdnovych odbéra a z kadaverda.

13



Cévni nahrady

4  Cévni nahrady

Spolec¢nym jmenovatelem kardiovaskularnich onemocnéni je ateroskler6za — zizeni tepen
vlivem nadmérného ukladani tuki v cévni sténé (konkrétn€ ve vrstvé zvané tunica intima),
které ma za nésledek ziazeni neboli stendzu, nebo az zneprichodnéni tepen. Pii zuzeni cév
muze dochazet k nedokrveni organt (ischemii) nebo celych ¢asti téla. Muze také dochazet
ke vzniku srazenin (trombull) v misté postizeni cévni stény. SraZeniny Se mohou odtrhnout
(vznik embolie) a zptisobit znepriichodnéni cév v Zivotné dulezitych organech. Ischemie se
muize Casto vyskytnout v cévach dolnich koncetin. Pokud se aterosklerdoza vyskytuje
ve véncitych tepnach, které zasobuji krvi srde¢ni sval, jedna se o ischemickou chorobu
srdeéni, ktera mtize v krajnim piipadé vyustit v infarkt myokardu. Ischemie v mozkovych
cévach muze mit za nasledek cévni mozkovou piihodu. Ateroskler6za muze zplsobit
naruseni cévni stény a zeslabeni tunicy medie, coz muze vést ke vzniku vyduté
(aneurysmatu), nebo az k ruptufe cévni stény. Mezi hlavni rizikové faktory vzniku
ateroskler6zy patii obezita, koufeni, zvy$ena hladina cholesterolu nebo hypertenze [2, 3].
V ramci intervencni 1écby stendzy cév lze pouzit tzv. angioplastika. Tato
intervenéni metoda spoc¢iva v zavedeni katetru, na jehoz konci je balonek, do zizeného
mista cévy. Balonek je nafouknut a tim dochazi k zpruchodnéni prutocného prifezu cévy.
Soucasti balonkového katetru mize byt i1 tzv. stent, ktery po expanzi balonku zlstava

ve zuzeném misté cévy a ma funkci vyztuhy, viz Obrazek 1.

-

Artery

)

| o 4
Deflated Plaque Closed Stent
Balloon

Inflated Balloon Expanded Stent

NINZ ARV Vs e

AYoYoYoYoro‘»
AR NAL N2 \-’

Stent— 7 Compresses Increased
Wudened Artery Plaque Blood Flow

Obrdzek 1 — Zndzornéni procesu balonkové angioplastiky s aplikaci stentu [4]

V ptipad€ pokrocilejsi nebo rozsahlejsi aterosklerdzy je pouzita invazivnéjsi chirurgicka
metoda — bypass neboli pfemosténi postizeného mista cévniho fecisté cévni nahradou, viz
pacienta, je stale pouzivana v Cetnych ptipadech zpriichodnéni véncitych tepen nebo tepen
dolnich koncetin [3, 5]. Bypass pak Ize provést napojenim cévni nahrady na cévu pacienta
(cévni anastomozou) spojenim tzv. end-to-side, tedy premosténim postizeného mista, viz

Obrazek 2.B. V tomto ptipad¢ je potieba dbat na spravny thel napojeni cévni ndhrady —
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ten se lisi pro jednotlivé ptipady a délky ndhrad. Nevhodné zvoleny uhel napojeni miize

byt pfic¢inou budoucich komplikaci. V pfipadé¢ vyoperovani postizené¢ Casti cévy
a nahrazenim tohoto useku cévni nahradou jde o spojeni end-to-end, viz Obrazek 2.C.
Pti tomto napojeni je potieba dbat predevSim na shodny primér cévni ndhrady s cévou
pacienta [2].

Obrazek 2 — Metoda bypassu; A — schematické znazornéni premosteni postizené oblasti; B —
napojeni cévni ndhrady end-t0-side; C — napojeni cévni ndhrady end-to-end [6]

Zlatym standardem pro cévni nahrady jsou biologické cévni nahrady, konkrétné
autotransplantaty — cévni §t€py pochdzejici ptimo z téla pacienta. Pro bypass véncitych
tepen je preferovana tepna a. thoracica interna, a. radialis nebo vena saphena magna
(VSM). V ptipadé dolnich koncetin je preferovanou volbou pro cévni nahrady VSM.
Vyuzitim autotransplantatu je vyrazné snizena imunitni reakce organismu a cévni nahrada
tak zustava dlouhodobé velmi dobie prichozi [2, 3]. V nékterych ptipadech je vsak cévni
onemocnéni natolik pokrocilé, Ze je jim zasazen cely vaskularni systém pacienta a neni tak
mozné pouzit autotransplantat. Jako cévni ndhrada se pak d4 vyuZit cévni $t€p od ciziho
Cloveka — darce, tzv. alotransplantat nebo umela cévni ndhrada.

Jako alotransplantat mohou byt pouZity tepny a cévy tzv. Cerstvé, které jsou ziskany
z multiorgdnovych odbéri ¢i z kadaverl. Takové alotransplantaty museji byt uschovany
pfi nizkych teplotach a implantovany do 48 hodin od odbéru. K dlouhodobému uchovéni
alotransplantatti pii velmi nizkych teplotach (-196 °C) slouzi metoda kryoprezervace
(viz kapitola 6). Kryoprezervované cévni §tépy lze uchovat fadové po dobu nékolika let
v tkanové bance. Vytvofenim portfolia cévnich $tépl v tkdnové bance tak vznikd moznost
plnéni poptavky po konkrétnim typu Dbiologické cévni ndhrady. Problémem
u alotrasplantatli obecné miize byt imunologicka reakce organismu pacienta. K potlaceni
imunologické reakce je tak potfeba aplikovat imunosupresivni 1écbu. Tato silnd reakce
byla zaznamenana piedevsim u Cerstvych alotransplantati. Kryoprezervované cévni $tépy
vykazuji mnohem slabsi imunni reakci organismu a trombogenecitu, pravdépodobné také
diky pouziti kryoprezervaénich c¢inidel [7]. Hlubokym zmrazenim a rozmrazenim vSak

mize dochazet KknaruSeni struktury cévni stény, coz mize mit negativni vliv
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Cévni nahrady/Zatézovani cév v lidském téle a struktura cévni stény

na mechanické vlastnosti cévni nahrady a v krajnim ptipad¢é vyustit v ruptury cévni stény.
Zménou mechanickych vlastnosti tepennych alotransplantatd vlivem kryoprezervace se
zabyva tato prace. Zvlastnim piipadem alotransplantatii jsou Xxenotransplantaty — cévni
nahrady ziskané ze zvifat. Tento typ ndhrad je mén¢ Casto uzivany, predevsim kvuli silné

imunitni reakci lidského organismu po transplantaci.

cryopreserved arterial allografts

r——

silver-coated Dacron grafts

Survival probability (%)

BT BT R ERT T EELEEE

1 " | A | " 1 i |
2 24 36 18 o0

Time (months)
Obrazek 3 — Porovnani pravdepodobnosti preziti a vyskytu nepriichodnosti
cévnich nahrad — kryoprezervované tepenné alotransplantaty a umélé cévni
nahrady z materialu Dacron [8], upraveno

Umélé cévni nahrady jsou vyrobeny nejcastéji z polyesterd Dacronu a teflonu
(PTFE, Gore-Tex). Protézy mohou byt vyrobeny metodou tkani, pleteni a liti. Jelikoz jsou
primysloveé vyrabény, jejich ziskani je snazsi neZ u biologickych nahrad. Mezi nevyhody
patii pfedev§im odliSné mechanické vlastnosti nahrady oproti pivodni cévé. Pfi nasiti
nahrady tak muze dochazet ke vzniku mistnich napéti a remodelaci cévy. Synteticky
material je také nachylInéjsi ke vzniku trombdzy a prichodnost takové nahrady rychle klesa
Vv Case, Viz Obrazek 3. Z dlouhodobého hlediska jsou umélé nahrady vhodné pro cévy
vétSich praméra (>8 mm), kde je trombogenecita prekonana vétsim pritokem krve. Umélé
nahrady vSak nejsou vhodné pro cévy men$ich primérd (<6 mm), u kterych vyskyt
trombozy zapficituje az Uplné zneprichodnéni. Pro cévy menSich pramért je tak
preferovano vyuZiti biologickych cévnich ndhrad, které vykazuji dlouhodobé lepsi
pruchodnost pii uziti imunosupresiv [2, 3]. Pfi nutnosti transplantace infikovanych
umélych nahrad mohou byt pouzity kryoprezervované alotransplantaty S velmi dobrymi
vysledky [7]. Pokrocilej$i umélou nahradou jsou tzv. sendvicové cévni protézy. Takova
protéza se sklada zpravidla ze tfi vrstev. Prostiedni vrstva je tzv. scaffold (leSeni) je
povétsinou vyroben z polyesteru a zajistuje tuhost protézy. Scaffold je z obou stran
potazeny matrici z biologického materialu, ktera zajistuje lepsi biokompatibilitu. Matrice
na vné&jsi strané poskytuje lepsi vlastnosti pii vhojeni ndhrady. Vnitini strana scaffoldu je
pokryta endotelovymi buiikami, které snizuji trombogenecitu nahrady. Vyroba takové

umgélé nahrady je vSak ¢asoveé naro¢na a je tedy nevhodna pro urgentni transplantace [2].
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5 ZatéZovani cév v lidském téle a struktura cévni stény

Cévy tvoii v lidském téle soustavu trubic, které rozvadi krev. Jsou cyklicky zatéZzovany
vnitinim tlakem. Ten je generovan proudénim krve zpisobenym pulsaci srdce. Cévy
d€lime na tepny, které rozvadi okysli¢enou krev ze srdce do téla (od aorty, arterie, arterioly
az po kapilary) a v piipad¢ plicni cirkulace rozvadi krev zbavenou kysliku plicni tepnou
do plic. A dale cévy délime na zily, které vedou krev zbavenou kysliku z tkani zpét
do srdce (od kapilar, venuly, vény aZ po véna cava), v piipad¢ plicniho ob&éhu vedou plicni
zily krev bohatou na kyslik zpét do srdce.

Srdce zdravého clovéka provede v pruméru 60-80 srdeCnich cyklii za minutu.
Pti takové srdecni frekvenci je do cévniho systému srdcem pumpovéno asi 5 litri krve
za minutu, béhem jednoho srdec¢niho cyklu je pak ze srdce vypuzeno asi 70 ml krve.
Urcujici pro zatizeni cév je vnitini tlak, ktery je vyvolany vytlatenim krve ze srdce.
Pti stahu komor srdce a vypuzeni krve z komor do tepen jde o tzv. systolu. Systolicky tlak
je horni hranici pracovniho zatizeni cév a odpovida u zdravych jedincd zhruba 120 mmHg
(16 kPa). Pfi relaxaci srde¢niho svalu a plnéni sini a komor odkysli¢enou krvi jde
0 tzv. diastolu. Diastolicky tlak je dolni hranici pracovniho zatiZeni cév a odpovidéa zhruba
80 mmHg (10,7 kPa). V pribéhu tlaku v aorté nasleduje narustu tlaku pii systole
tzv. diakroticky zaiez — dolt orientovany hrot na tlakové kiivce, ktery odpovida uzavéru
aortalnich chlopni, po ném jiz nasleduje diastola, viz Obrazek 4.

Tlak v cévnim fecisti smérem od srdce klesa a prestava byt zavisly na srde¢ni akci.
Tlak v mensich cévach (kapilary, venuly) je pak ustidleny a mnohonasobné mensi nez
Vv arteriich, viz Obrazek 5. Tomu odpovida zména pruméra cév a tloustky jejich stén, jak
uvadi Obrazek 6 [2]. Méni se i mohutnost jednotlivych zakladnich vrstev cévnich stén,
viz Obrazek 6. Skladba a struktura cévni stény ma piimy vliv na mechanické vlastnosti

cév, tj. na charakteristiku mechanické odezvy pii zatéZovani.

dikroticky zarez

120 - /

= 1001 S~ &
g 01| \ tlak v aorté
e 604
= 401
S 20-

0 — tlak srdecni

komore

Systola Diastola Systola

Obrdzek 4 — Pribeh tlaku béhem srdecniho cyklu v aorte a v srdecni komore,
vyznacen je téz diakroticky zdrez nasledujici po systole [9], upraveno
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Zatézovani cév v lidském téle a struktura cévni stény

tlak (mm Hg)
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Arterie Arterioly Kapilary Venuly Vény Plicni fecisté

Obrazek 5 — Prubéh tlaku v zavislosti na typu a velikosti cév [22]

5.1 Struktura cévni stény

Cévni sténa je obecné sloZena ze tii zakladnich vrstev: tunica intima, tunica media a tunica
adventitia.

Tunica intima pokryva vnitini stranu cévni stény a je tvofena jednou vrstvou
endotelovych bunék — tzv. endothelium. [10]. Endotelové buniky maji funkci vybérového
transportu latek mezi cévnim fecistém a tkanémi. Kapilary jsou pak tvofeny pouze tunicou
intimou s endotelovymi bunkami [10]. Dochazi v nich ktzv. kapilarni vyméné. Jde
0 proces, pii kterém probiha difuze kysliku a zivin z krve do tkani, a naopak i difuze krve
ztkani do krevniho fecisté. Endothelium je propojeno sokolni tkani cévni stény
tzv. bazélni laminou.

Tunica media je prostiedni vrstvou cévni stény a je odd€lena od tunicy interny
elastinovou vrstvou lamina elastica interna, od tunici adventitie je pak oddélena vrstvou
lamina elastica externa. Tunica media je tvofena bunkami hladké svaloviny, kolagennimi
snopci a elastinovymi membranami. TlouStka a obsah jednotlivych slozek medie ma
urcujici vliv na mechanické vlastnosti cév [2, 11].

Tunica adventitia je vnéjsi vrstvou cévni stény a je nejpevnéjsi vrstvou. Jeji funkci
je ptenos fyziologickych zmén do okolniho téla a ochrana cévy pied perforaci pfi zatizeni
vy$$im vnitinim tlakem. Sestava se z elastinovych vlaken a ptfedev§im z kolagennich
vlaken, které jsou usporadany V trojité Sroubovicovité struktufe a sdruzuji se do svazki,
viz Obrazek 7 [2]. Piedeslé dvé vrstvy jsou zéasobeny zivinami piimo z krve z cévniho
feCiste. Tunica adventitia je protkana malymi cévkami, tzv. vasa vasorum, které tuto vrstvu
zasobuji krvi predevsim v cévach vétsich priméra [12]. Schématické znazornéni stavby
cévni stény tepen a zil je vidét na Obrazek 8.
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TYP Aorta Arterie Arteriola | Kapilara Venula Véna Véna cava
cévy

Pramér | 20-25 mm 5-10 mm 10-50 pm 5-10 pm 10-20 pm 5-20 mm 25-30 mm

Prumérna 2mm 1mm 6 um 0.5 pm Tum 0.5 mm 1.5 mm
tloustka stény
Endothelium | M il I i | M f
Elasticka tkaii | [N | NN | N - —
Hladka svalovina | [l I | [ L [
Vazivova tkaii | I [ | [ | | [ [

Obrdzek 6 — Prehled typii cév, jejich rozméri a zakladniho slozeni [13], upraveno
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Obrazek 7 — Struktura molekul proteinu kolagenu (A) a elastinu (B), zde
viditelné usporadani kolagennich vidken do trojité Sroubovicovité struktury
a mechanicka odezva elastinovych viaken (natazeni a opétovné zvinéni)
na urovni elastinovych molekul, které jsou mezi sebou spojeny kovalentnimi
vazbami [14], upraveno
Tepny jsou rozdéleny na dvé zakladni skupiny podle charakteristiky tunicy medie:
elastické a svalové. Tepny s vétSim priiméerem, jako naptiklad aorta, karotida, ilické tepny,
vyznacujici se bohatymi elastickymi lamelami, se fadi do elastickych tepen, viz Obrazek 6.
Velké mnozstvi elastickych vldken ve sténé téchto tepen se pii systole roztahne
a pii diastole se vraci do ptvodniho stavu — tim vytvaii pulsaci krve i béhem diastoly
a prispivaji tak k proudéni krve fecist€ém. Smérem k perifernim ¢astem cévniho systému,
kdy se zmenSuje primér tepen, se tunica media stavd méné elastickou a prevladd hladka
svalovina. Tyto tepny se pak oznacuji jako svalové tepny. Na urovni kapilar se primér
tepen pohybuje okolo 30-60 um a tunica media obsahuje pouze 1-2 vrstvy hladké
svaloviny. Tyto tepny se oznacuji jako arterioly [10]. Tunica intima je u tepen tvofena
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Zatézovani cév v lidském téle a struktura cévni stény

jednou vrstvou endotelovych bun€k ulozenych na bazalni membrané. Endotelové bunky
jsou prodlouzeny a ulozeny ve sméru proudéni krve. Tunica intima je ve vétSin€ svalovych
tepen tenci nez u elastickych tepen. Tunica media je tvofena koncentrickymi elastinovymi
membranami, butikami hladké svaloviny a kolagennimi snopci. Elastinové membrany jsou
prolozeny pocetnymi koncentrickymi vrstvami vietenovitych bunék hladké svaloviny,
které jsou spole¢né s kolagennimi vlakny uspofadany do Sroubovice o malém stoupani.
Ve vétsich tepnach je pocet vrstev bune€k hladké svaloviny od 25 do 35, v mensSich tepnach
pak pouze 3-6 vrstev [10, 15]. Vrstvy hladké svaloviny mohou svym stazenim nebo
relaxaci zvétsit ¢i zmensSit lumen tepny a aktivné tak ovlivnit pritok krve tepnou a tlak
uvnitt tepny. O fizeni staZzeni a relaxace hladké svaloviny v tepnach se staraji nervova
vlakna zvana nervi vasorum, ktera prochazi tepennou sténou [16]. V lidské aorté je
piiblizné 40-60 elastinovych membran. Tunica adventitia elastickych tepen je pomérné
tenka, tvoii pouze 10 % tepenné stény. Obsahuje kolagenni vldkna vétSich praméra, které
jsou uspofadany v podélném sméru tepny do vinitych svazki.[17] U svalovych tepen je
adventitia $ir$i — Casto zabird az polovinu slozeni cévni stény. Adventitia obsahuje
fibroblasty a je protkana nervovymi vlakny [10].

Cévni sténa Zil je stejné jako tepenna tvofena tfemi zakladnimi vrstvami. Na rozdil
od tepen ale hranice mezi jednotlivymi vrstvami neni pfili§ patrna, viz Obrazek 9. Zily
maji v porovnani s tepnami tenéi sténu, jsou obecné vétsich rozmért a obsah vlaken hladké
svaloviny je mensi. Pojiva tkan je u zil vice zastoupena nez u tepen. Elasticka vlakna jsou
u zil orientovana prevazné v podélném sméru v oblasti medie a adventitie. Stiedni a vétsi
zily obsahuji cirkularné i podélné usporadané buniky hladké svaloviny, které jsou protkany
kolagennimi vlakny. U lidi pfevladd u Zil v hrudni ¢asti podélné orientovana hladka
svalovina, napiiklad v Zilach dolnich koncetin pak cirkularné orientovand hladka svalovina
zabira az 50 % cévni stény [10]. Zily jsou charakteristické chlopnémi, které jsou obsazené
v endotelu cévni stény. Tyto chlopné slouZi jako prevence proti zpétnému toku krve, ktery

Mrwe

u stfednich a vétsich zil zhruba 60 % az 75 % slozeni cévni stény, viz Obrazek 6 [10].
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Obrazek 8 — Schématické zndzornéni zakladni struktury tepen a Zil [24]

500 um 500 um

Obrazek 9 — Porovnani stavby cévni stény tepny a Zily V histologickém rezu;
a. thoracica interna (A, B); v. saphena (C, D); 1 — endothelium; 2 — elastica lamina
interna; 3 — tunica intima; 4 — tunica media; 5 — tunica adventitia, [18]
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Zatézovani cév v lidském téle a struktura cévni stény

5.2 Mechanické vlastnosti tepen

Stanoveni obecnych mechanickych a strukturdlnich vlastnosti je velkym tématem
ve vyzkumu kardiovaskuldarniho systému. Ve struktuie tepenné stény existuje mnoho
proménnych, které mohou mit veliky vliv na mechanické vlastnosti cévni stény. Struktura,
mechanicka odezva a vlastnosti se mohou ménit v zavislosti na lokaci, véku,
fyziologickych podminkach nebo na onemocnéni [19].

Mechanické vlastnosti tepny jsou odvozeny piedevsim od tloustky a sloZzeni vrstvy
tunica media. Ta obsahuje slozku elastinu a kolagenu, které se od sebe vyrazné lisi
vV hodnotach modulu pruznosti. Elastin dosahuje hodnot modulu pruznosti 0,6-1 MPa,
zatimco kolagen az 1 GPa.

Pocatecni faze kiivky =zavislosti napéti-deformace tak vychazi pouze
z mechanickych vlastnosti elastinovych vladken. Konecné faze této kiivky patii napétové
odezvé mechanickych vlastnosti vlaken kolagenu. Prostfedni ¢ast kiivky (,,oblast vzrastu®)
pak pfislusi postupnému pienosu zatéze z elastinu na kolagen. Tato oblast odpovida
hodnotam normalniho pracovniho zatizeni (80-120 mmHg) v tepnach. Nelinearni odezva
a vzrustajici modul pruznosti je zplsoben zvInénim a nahodnou konfiguraci vlaken
elastinu a kolagenu ve stavu bez zatizeni. Pfi zatizeni vnitinim tlakem se obé& skupiny
vlaken natahuji. Na trovni diastolického tlaku jsou elastinova vlakna témef plné natazena.
Pii dalS$im zatéZovani az do hodnoty systolického tlaku dochazi k napinani elastinovych
vlaken a Kk postupnému narovnavani az napinani kolagennich vlaken. ZvySovani tlaku
nad pracovni zatizeni se projevi plné natazenymi elastinovymi i kolagennimi vlakny

a mechanické vlastnosti napjatych kolagennich vldken jsou Vtéto fazi urcujici

d;
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Elastin oblast Kolagen
previada vzristu previada

vlakno elastinu vlakno kolagenu

Obrdazek 10 — Zatezovaci charakteristika tepenné stény s vizualizaci napinani vilaken kolagenu
a elastinu [17], upraveno
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pro mechanickou odezvu tepny, viz Obrazek 10. Tato vyraznd nelinearni mechanicka
odezva je typicka pro mechaniku cév a pro vétsinu mekkych biologickych materialt [17].

Kolagenni a elastinova vldkna jsou v tepenné sténé uspotfadana do riznych sméra.
Tepenna sténa v rliznych smérech (obvodovém a axidlnim) vykazuje rGzné mechanické
vlastnosti. Hovofime o dulezité vlastnosti cévni stény — anizotropii materialu.

Tepny jsou v téle zatézovany vnitinim piedpétim v axialnim a obvodovém sméru.
Struktura tepenné stény zpusobi, Ze i po vyjmuti $t€pu z téla setrva tepna ve valcovitém
tvaru. Tim se 1i8i od zil, jejichz tvar po vyjmuti z téla kolabuje. Axialni ptedpéti tepen je
patrné pfi vyoperovani §tépu. Dojde ke smrsténi tepny v podélném sméru [20]. Obvodové
pfedpéti se da demonstrovat pii rozstfizeni krouzku tepny, kdy probéhne samovolné
rozevieni krouzku vlivem uvolnéni pifedpéti v obvodovém sméru, viz Obrazek 11.

Obrazek 11 — Samovolné rozevieni krouzku tepenného stepu do vuhlu
rozevieni alfa jako demonstrace vnitrniho predpeti v obvodovém sméru

Correlation R(Age, 2. ) = ~0.783
p<0.001 n=229
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Obrdazek 12 — Zvétsovani vnitiniho poloméru karotid v zavislosti na véku (vievo),
snizovani axialniho predpéti karotid v zavislosti na veku [20]
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Zatézovani cév v lidském téle a struktura cévni stény

Uhel rozevieni krouzku je diilezitym tidajem pro zkoumani mechanickych vlastnosti tepen.
Vnitini pfedpéti v axialnim sméru klesa v zavislosti na véku. V obvodovém sméru dochazi
vlivem poklesu predpéti ve sténé K nartstu hodnoty vnitiniho poloméru tepny, viz Obrazek
12 [20].

Dulezita pro ¢innost cév je také interakce s organy a svaly v té€sné blizkosti.

Cévy jsou viskoelasticky material — kombinuji v sobé chovani elastickych
a vazkych materiald. Napéti takového materialu je zavislé nejen na deformaci (jak je tomu
u elastickych materiali, viz Obrazek 13.a a Obrazek 13.b, ale i na rychlosti deformace
(vazké materidly), viz Obrazek 13.d [2]. Pfi cyklickém zatézovani viskoelastického
materialu je patrna hystereze v tahovém diagramu, viz Obrazek 13.c. Ktivka pfi zatéZovani
se 1181 od kiivky pii odlehcovani. Oblast mezi témito dvéma kiivkami pak reprezentuje
disipovanou energii v daném cyklu [1, 6]. Pro viskoelastické materialy je typicky creep
(teCeni — zvySovani deformace pfi stalém napéti) a relaxace (snizovani napéti za stalé
deformace), viz Obrazek 13.e a Obrazek 13.f [2].

Pro ziskani stabilni mechanické odezvy cév pfi in vitro testovani je nutné provést
cyklickym zatézovanim piedcyklovani vzorku. Mira disipované energie se s dalSimi cykly
snizuje, az dojde K ustaleni zatéZovaci a odlehcujici kiivky. Viskoelastické cykly za¢nou
byt téméf shodné, viz Obrazek 15 [2].

(a) (b) (e)
5 “
o o O konstantni
Eion
€ £

(C) (d) zvysujici se

rychlost deformace

¢as
(f)
‘ % Qntni
& b o
Cas

€ X

oblast
b hystereze

Obrazek 13 - Zatezovaci charakteristiky a) linearni elasticky material s konstantnim
modulem pruznosti E; b) nelinearni elasticky material a proménnym modulem pruznosti;
¢) viskoelasticky materidl s viditelnou oblasti hystereze, d) zobrazeni vlivu zvysujici se
rychlosti deformace (tuhnuti), e) creep materidalu; f) relaxace materialu [25], upraveno

Bylo zminéno, Ze rozhodujici vliv na velikost napéti ve viskoelastickém materidlu
ma rychlost deformace. V experimentalni ¢asti této prace se pracuje s kvazistatickym
zatézovanim — tedy zatéZovanim s rychlosti deformace dostatecné malou, aby mohly byt
zanedbany setrvacné sily v materidlu. Vliv rychlosti zatézovani na mechanickou odezvu
viskoelastického materidlu (zde VSM) ukazuje Obrazek 14. V tomto pfipadé byly
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porovnany tii rychlosti zat€Zovani pfi inflaéné-extenznich testech a lze vy¢ist, ze zily jako

viskoelasticky materidl vykazuji vy

vV

$8i tuhost pii vySSich rychlostech zatéZovani [2].
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Obrazek 15 — Viditelné ustalovani mechanické odezvy
viskoelastického materialu — vV tomto pripadé t. intima véncité tepny
Ppri cyklickych uniaxialnich testech kvazistatickou rychlosti
zatézovani [27], upraveno
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Obrazek 14 — Zatézovaci charakteristiky VSM pro riizné
rychlosti zatézovani pri inflacné-extenznich testech pro axialni (0)
a obvodovy (o) smér; frekvence zatézovani: modrda — 0,04 Hz; cervena
— 0,5 Hz; zelena — 1 Hz [26]
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6 Kryoprezervace cév

Kryoprezervace je proces, ktery slouzi k uchovéavani organel, bun¢k, tkani a dalSich
biologickych struktur za pomoci velmi nizkych teplot [28]. P#i kryoprezervaci jsou
biologické struktury zmrazeny az na teplotu tekutého dusiku (-196 °C). Pii takto nizké
teploté jsou v biologickém materialu vyrazné zpomaleny nebo az zastaveny biologické
a biochemické procesy. Hluboké zmrazeni zpomaluje aktivitu molekul, které se podileji
na procesu biodegradace: enzymy S$tépici proteiny, lipidy, DNA, RNA a v neposledni fadé
molekuly vody. V soucasné dob¢ je metoda kryoprezervace uzivana k uchovani napf.
pohlavnich bun¢k, embryi, krevnich bun¢k nebo cévnich $tépt, které mohou byt pouzity
jako cévni nahrady [28, 29].

Pokud je u bunék zachovana jejich struktura a funkénost po zmrazeni na takto nizké
teploty, je nepravdépodobné, ze by pii nasledném skladovani doslo k dalsim bunéénym
zméndm. Kryoprezervované struktury tak mohou byt uchovany po teoreticky neomezenou
dobu [30]. Hlavni komplikace pfi procesu kryoprezervace jsou spojené se vznikajicimi
krystalky ledu, které se mohou formovat piimo uvniti bunék ¢i v mezibunééném prostoru.
Vznikajici led muze bunky poskodit mechanicky nebo vlivem osmotické nerovnovahy.
Formovani ledu nastava pii ptechodovych teplotach (—15 az —60 °C), kterym je biologicky
material vystaven hned dvakrat — pfi zmrazovani a pozdé€jSim rozmrazovani. Rychlost
zmrazovani a rozmrazovani ma pak klicovy vliv na misto vzniku ledu a miru poskozeni
bungk [31].

Pfi pomalém rozmrazovéani vznika led mezi teplotou —5 az —15 °C nejprve
vV mezibunééném prostoru. Uvniti bun€k je pii této teploté pouze prechlazend voda,
pravdépodobné diky plazmatické membranég, kterd brani ristu krystal ledu v cytoplazmé
buiiky. Pfechlazena voda uvnitt buiiky ma vyS$i chemicky potencial neZ mezibunécny
roztok s krystaly ledu. Vlivem osmotické nerovnovahy tak dochazi k dehydrataci
a destrukci buniky. Pokud je biologicky materidl zmrazovan pfili§ rychle, voda se nestaci
osmotickym pfenosem dostat ven z buiiky a krystalky ledu vznikaji pfimo uvnitf buiky,
kde zpiisobuji mechanické poskozeni a az smrt bunky. Obecné, zmrazovani pomalé ¢i
rychlé zapficinuje poskozeni az destrukci bun€k, zptisob poskozeni se ale lisi [29, 31, 32].

Byly popsany dvé metody, které mohou slouZit jako prevence poskozeni bunck
zpisobené¢ zménou skupenstvi vody: pouziti kryoprezervacnich cinidel a metoda
vitrifikace. Pii pomalém zmrazovani je wuzito kredukci osmotické nerovnovahy
a formovani krystald ledu kryoprezervacnich <¢inidel, tzv. kryoprotektanti (CPA —
cryoprotective agents). Kryoprotektanty jsou vétSinou kapalné latky, nejcastéji glycerol
nebo dimethylsulfoxid, které maji nizkou toxicitu a mohou pronikat pies plazmatickou
membranu dovniti burniky. Snizuji tak osmotickou nerovnovahu a nedochazi k destrukci
buniky vlivem dehydratace. Rychlé zmrazovani mize mit za nasledek tvorbu krystalt
anaruSeni struktury uvniti builky. Pfi teplot¢ okolo -120 °C vSak dochéazi k procesu
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tzv. vitrifikace neboli skelnaténi [33]. Jde o piechod ledu z krystalické faze do homogenni,

amorfni fize. Pokud je pouzita vysoké rychlost zmrazovani (fadové 108 °C/min), miize byt
pozorovan proces, kdy voda v biologické struktuie zaujme amorfni usporadani okamzité,
bez ptechodu pies krystalickou fazi. Led v amorfnim stavu, po vitrifikaci, pak mtze bunku
poskodit pouze minimalné. Proces zmrazovani takto vysokymi rychlostmi je vSak
technologicky naro¢ny. Vitrifikaci bez krystalické faze 1ze provést i pii nizSich rychlostech
zmrazovani, je vSak potfeba pouzit koncentrovanéjSich kryoprotektantl, které uz mohou

mit zvySenou toxicitu [31, 32].

temperature
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Obrazek 16 — Schématicky proces kryoprezervace buiiky — vliv rychlosti zrazovani
a poskozeni buiiky;, A — pomalé zmrazovani a dehydratace buiiky vlivem osmotické nerovnovahy,
B — optimalni rychlost zmrazovani; C —rychlé zmrazovani a tvorba krystalii ledu primo

Vv cytoplazme buniky;, CPA — Kryopretektanty (cryoprotective agents) [28], upraveno

Rychlost a zplsob rozmrazeni vzorkih ma také velky vliv na tUspéSnost
kryoprezervace. Maximalni mechanické napéti v procesu kryoprezervace se objevuje praveé
Vv prubéhu rozmrazovani vlivem zmén teplot [31]. Rychly zptisob rozmrazeni tkani mize
mit za nasledek nartst napéti a vznik prasklinek. Dle vyzkumu [33] provedeném na rychle
rozmrazenych kralic¢ich karotidach se objevily trhlinky v obvodovém sméru arterii
pii ptechodu ptes oblast teploty od -150 do -100 °C. Jako prevence vzniku vnitinich pnuti
pii rychlém rozmrazovani muze slouzit pomalejs$i ohfev z teploty skladovani do teploty
devitrifikace — zhruba do -100 °C. Poté jiz mize byt uplatnén rychly zplisob rozmrazeni
s mensim rizikem vzniku poskozeni bun¢k tepenné stény [33].

Hustota uspofadani bun¢k v biologické struktufe hraje také dilezitou roli

pii uvazovani poskozeni b&hem kryoprezervace. Led VvV mezibunééném prostoru je
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prakticky neSkodny u kryoprezervace samostatnych bun¢k. U kryoprezervace celych tkani
s bunikami uspofadanymi v tésné blizkosti v§ak muze jejich strukturu vazné narusit. Proto
jsou tkané s vétsi hustotou bun€k ve struktufe, napf. cévni sténa tepen, kterd obsahuje
velké mnozstvi svalovych bungk, vice ohrozeny poskozenim krystalky ledu nez zily, kde
hustota svalovych bun¢k neni tak vysoka [32].

Optimalni rychlost pro minimalni poSkozeni pfi zmrazovani se lisi pro rizné bunky.
Z vyzkumu [18] provedeného na praseCi aorté vychazi optimalni rychlost zmrazovani
0,3 °C/min pro bunky hladké svaloviny a 10 °C/min pro buiiky endothelia. Jako jednotna
optimalni rychlost zmrazovani pro kryoprezervaci cév se uvadi 1 °C/min do teploty zhruba
-70 °C, kdy je mozné cévu rovnou piemistit do mista skladovani o teploté -196 °C [32].

6.1 Kryoprezervace cév v CR

Metoda kryoprezervace pro uchovani cévnich §tépi se v Ceské republice pouziva od roku
2011. Mezi roky 2011 a 2016 bylo v CR v klinické praxi usp&sné aplikovano celkem
87 kryoprezervovanych cévnich §tépti riiznych krevnich skupin. Z toho bylo 59 saphennich
Zilnich §téph, 12 tepennych $tépu bifurkace aorty a 16 jednostrannych ilicko-femoro-
popleatalnich tepennych $tépu [34]. Existuje zde sit’ licencovanych chirurgickych klinik,
které tizce spolupracuji s Tkanovou ustfednou Fakultni nemocnice v Hradci Kralové
(TU FNHK). Cévy vyoperované béhem multiorganovych odbérii jsou b&hem kratké doby
studené ischemie — do 12 hodin od vyoperovani — pfevezeny pii teploté tajiciho ledu
v nadobach sochrannymi roztoky do TU FNHK, kde dochazi ke kryoprezervaci.
K vzorkiim je pfilozena dokumentace s daji o vzorcich a darci pro provedeni testil
v diagnostickych laboratotich. V CR jsou ke kryoprezervaci nejéast&ji odebrany tfi typy
cév: bifurkace aorty s ilickymi a femoralnimi tepnami, tepny dolni koncetiny od bifurkace
aorty az po poplitealni tepny a VSM v plné délce, viz Obrazek 17. Preferovanou krevni
skupinou darcti je skupina 0. Dale mohou byt v TU uchovany i nékteré méné obvyklé
vzorky: bifurkace karotidy, oblouk aorty stepnami hlavy, vena cava nebo bifurkace
ilickych tepen [34].

Po vstupni kontrole a dekontaminaci v TU jsou cévni §tdpy vlozeny do plastovych
pytl, které obsahuji 50 ml piedchlazeného 6% roztoku Voluven a stejné mnozstvi
ptredchlazeného 20% roztoku dimethylsulfoxidu, ktery slouzi jako kryoprotektant. Plastové
pytle jsou tepeln€ uzavieny a vloZeny do mraziciho boxu, ve kterém je snizovana teplota
rychlosti 1 °C/min do dosazeni teploty 90 °C a nasledné rychlosti 5 °C/min az na teplotu
-150 °C. Cévni Stépy jsou skladovany v plynné fazi tekutého dusiku. Pii potiebé
implantovani konkrétniho Stépu jsou plastové pytle se St€py vyjmuty z mraziciho boxu
a dopraveny na operacni séal, kde jsou rozmrazeny standardnim protokolem — Vv chladnicce
S postupné vzrustajici teplotou od 2 do 8 °C po dobu 2 hodin. Pokud je po této dobé

ve Stépech stale pfitomny led, rozmrazeni mizZe byt dokonceno pii pokojové teploté. Thned
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po kompletnim roztani jsou S$t€py vyjmuty z piivodnich plastovych pytli a vlozeny

do ptedchlazeného konzervaéniho roztoku, dokud nejsou implantovany [34].

A B C

Obrdazek 17 — Nejcastéji kryoprezervované cévy a jejich ¢asti v CR;
A — bifurkace aorty s ilickymi a femordlnimi tepnami;,
B — tepny dolni koncetiny od bifurkace aorty az po poplitedlni tepny,
C —VSMV plné délce [34]
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7 Mechanické testovani cév

V této Casti prace jsou popsany nekteré pouzivané metody in vitro testovani cévnich Stépi.
Pii testovani biologickych tkani existuje spousta dodate¢nych tivah a in vivo podminek,
které je potfeba brat v ivahu pii vyhodnocovani testovani. Testovani in vitro nezahrnuje
vlivy, které by byly pfitomné pfi in vivo testovani. Jde pfedevSim o interakce cév se
sousednimi organy, svalovou tkani nebo s odezvou nervové soustavy. In vitro testovani
poskytuje moznost opakovani zatézovani pii stalych podminkach a moznost presného
pozorovani méfeni mechanické odezvy. In vitro testy je pak zkouména pouze pasivni
mechanickd odezva cév, jelikoz nedochazi napt. k aktivité svalovych bunck v tepenné
sténé, jak by tomu bylo pfi in vivo pozorovani [2, 35].

Pii jakémkoli typu in vitro testovani dochdzi pifi prvnich cyklech zatézovani
k ustalovani mechanické odezvy materialu. Hystereze se skazdym dalsim cyklem
zmensuje, az dojde k ustaleni zatézovaci kiivky, viz Obrazek 15. Ztoho duvodu je
pro ziskani ustalené mechanické odezvy nutné provést piedcyklovani. Ke stabilizaci
charakteristiky je za dostate¢né povazovano provedeni okolo 10 cykla [35].

Kwvili vyrazné anizotropii cévni stény se vyhodnoceni provadi ve dvou smérech —
V obvodovém a axialnim (podélném) vzhledem k pomysiné podélné ose cévy, Viz Obrazek
18. Pti vyhodnoceni testil se témét vzdy uvazuje predpoklad nestlacitelnosti tloustky cévni

stény, tedy Ze cévni sténa pii deformovani neméni sviij objem [2].

A
obvodovy smér @ E (O)
L axialni smér

B1

C1
D1

Obrazek 18 — Znazornéni vytnuti vzorkii pro testovani; A — cast tepenného Stépu
urcend pro inflacné-extenzni testy;, B — ctvercovy vzorek pro dvouosou tahovou
zkousku, C a D — obdélnikovy vzorek pro jednoosou tahovou zkousku v axidalnim
(C) a obvodovem smeru (D), E —Vytnuty krouzek pro jednoosou tahovou zkousku
vV obvodovém sméru, Bl a B2 je ctvercovy a kiizovy tvar vzorku pro dvouosou
tahovou zkousku, C1 a D1 je obdélnikovy tvar a C2 a D2 je tzv. dumb-bell tvar
vzorku pro jednoosou tahovou zkousku [36], upraveno

Jednoosa tahova zkouSka je nejjednodussi a nejbéznéji pouzivanou metodou
testovani mechanickych vlastnosti cév. Pfi zkouSce je tahem namahan obdélnikovy vyiez
cévni stény v ose jednoho sméru. Casto je tahem vzorek naméhan az do destrukce
a métfena je pocatecni délka, zmeéna délky ve zkoumaném tuseku a sila, kterd je vyvinuta

na vytvoreni této deformace v daném sméru. Délka zkoumaného tseku mlze byt méfena
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mezi upinacimi Celistmi aparatury nebo mezi znackami v centralni oblasti vzorku, kde jiz

neni oblast deformace ovlivnéné upnutim vzorku. Vzhledem k anizotropii cévni stény je
potfeba rozlisit, zda je vzorek upnut a testovan v obvodovém nebo axidlnim sméru.
Rozmér vytnutého vzorku ve sméru, ve kterém je testovan jednoosou zkouskou, by mél byt
zhruba desetinasobkem druhého rozméru. Dale je zméfena tloustka vzorku. Vzorek je
predcyklovan, dokud neni zaznamenana ustalena charakteristika, a poté je plné zatizen az
do destrukce. Piedev§im u cév men$iho priméru je mozné vyuzit jednoosou tahovou
zkousku prstence cévy. Ze vzorku cévy je vytnut prstenec, viz Obrazek 18, do které¢ho je
vlozena dvojice kolikii ¢i drati, které jsou poté postupné vzdalovany od sebe. Tim je
V prstenci vytvoreno jednoosé napéti v obvodovém sméru. Zaznamenavana je vzdalenost
koliki od sebe a uplatnénd sila pii roztahovani prstence. Oba zpusoby jednoosé tahové
zkousky jsou na Obrazek 19 [2, 35].

Vysledky jednoosé zkousky nejsou vzhledem Kk zatézovani pouze v jednom sméru
ptili§ komplexni. Mohou vsak byt uplatnény pii komparativnich zkoumanich jednotlivych
vzorki napiiklad z rozdilnych ¢asti t€la nebo zkouméni vlivu onemocnéni na cévni sténu

[35].

Obrazek 19 — Schematické znazornéni jednoosé tahoveé zkousky,
A a B — standardni jednoosa tahova zkouska obdélnikového vzorku cévni
stény v referencni poloze a poloze pri zatizeni;
C a D —jednoosa tahova zkouska prstence cévy v referencni poloze a poloze
pii zatizeni; rw — polomér dratku piendsejiciho zatizeni [35], upraveno

Dvouosa tahova zkousSka pokrocilejsi metodou testovani pro urceni mechanické
odezvy materidlu cévni stény. Pii této zkouSce je vétSinou na Ctvercovy vystiizek cévni
stény aplikovana tahova sila ve dvou vzajemné kolmych smérech, viz Obrazek 20.
Namahani ve dvou smérech zaroven tak simuluje in vivo zatéZzovani cévni stény 1épe nez
prosté jednoosé testovani. Testovani ve dvou smérech zaroven je vhodné s ptihlédnutim
Kk anizotropii cévni stény. Na jednotlivych stranach ¢tvercového vystiizku jsou na vzorek
umistény svorky nebo hacky, pies které je pfenasen na vzorek tahova sila ve dvou

smérech. ZatéZovani v jednotlivych smérech milize byt aplikovano nezévisle na sobé. Muze
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X4

A ? B

Obrazek 20 — Schematické zndzornéni dvouosé rovinné tahové zkousky, viditelné na sebe kolmé
smeéry namahdani ¢tvercového vzorku, v centralni oblasti cervené vyznacené znacky pro
vyhodnoceni posunii digitalni korelaci obrazu; A — bez zatizeni; B — se zatizenim [35], upraveno
tak byt naptiklad simulovano proménné zatézovani v obvodovém sméru pii konstantnim
axidlnim pfedpéti nebo mize byt zkouman urcity pomér zatizeni ve dvou smérech.
Vyhodnocena je aplikovana sila a deformace vzorku v jednotlivych smérech. Deformace
vzorku je analyzovana sledovanim dislokace markerti v centralni oblasti ¢tvercového
vzorku. V centralni oblasti jsou totiz zanedbatelné vlivy deformaci z okraji vzorku, které
jsou zpusobené upnutim vzorku do testovaci aparatury. Dislokace markerii jsou méfeny

pomoci laserové interferometrie ¢i digitalni korelace obrazu [2, 35].

Infla¢né-extenzni test je metodou, ktera nejlépe simuluje zatézovani cévni stény
pulsaci krve. Testovani touto metodou a konkrétni testovaci aparaturou bylo vyuZito
I v této praci. Pti tomto testu je cévni $té€p uchycen mezi dva upinaci trny. Do uzavieného
okruhu je pulsatorem cyklicky pumpovana kapalina, ktera zpiisobi namahani cévni stény
vzorku vnitinim tlakem. Cyklické namahani vnitinim tlakem tak simuluje pulsaci krve.
Vnitini tlak na cévni sténu vzorku zplsobi deformaci v obvodovém sméru a diky
moznému posuvnému upinacimu trnu soucasné i deformaci v axialnim sméru, viz Obrazek
21 a Obrazek 22.

Analyzou rozdilného deformovani cévni stény v téchto dvou smérech Ize sledovat
vliv a miru anizotropie. Zaznam pribéhu vnitiniho tlaku je snimén pomoci tlakového
senzoru. Pribéh zmény rozmért vzorku je vétSinou ziskavan bezkontaktnim zptisobem —
snimanim vzorku pfi testovani kamerovym systémem — a vyhodnoceni zmén rozméra
pomoci detekce hran z obrazu ¢i digitalni korelaci obrazu [35]. Pro obrazovou analyzu
mohou byt jako reference uzZity nalepené znacky a obrysy vzorku, které s nariistajicim
vnitinim tlakem méni svou pozici, viz Obrazek 21 a Obrazek 22. Zmény rozméru jsou
vyhodnoceny v tzv. oblasti zajmu (ROI — region of interest), viz Obrazek 22, ktera je
Vv centralni oblasti vzorku, kde jsou deformace jen zanedbatelné ovlivnény upnutim vzorku

do upinacich trnt.
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Rizenim frekvence pulsace kapaliny je mozné pfi testech simulovat rtizné rychlosti

zatézovani. Dale je mozné aplikovat vnéjsi silovy ucinek v axidlnim sméru pro vytvoreni
axialniho pfedpéti vzorku nebo napiiklad aplikovat krut pro vytvoreni smykovych napéti
V cévnim §té€pu béhem testovani [35]. Konkrétni metoda tohoto testu, pouzita v ramci této

prace, je popsana v kapitole 9.2.

Obrazek 21 — Snimani pribehu
deformovani tepenneho Stépu
pri inflacné-extenznim testu;, A —
bez zatizeni; B — se zatizenim

Obrazek 22 — Princip inflacné-extenznich
testil, znazorneni zmen zakladnich rozmerii pri
zatizeni Stépu vnitrnim tlakem, nahore pevny
a dole pohyblivy upinaci trn, vyznacena oblast
ROI [35], upraveno
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Dalsi metodou infla¢niho testu muize byt také tzv. bublinovy test. Pfi infla¢nim
bublinovém testu je planarni vzorek cévni stény hermeticky upnut a je zespoda namahan
vnitinim tlakem, ktery je vytvofen pumpovani kapaliny [36]. Vysledkem je vypoukly vzorek
cévni stény ve tvaru vrchliku, viz Obrazek 23. Je zaznamenavan vnitini tlak a deformace jsou

ziskany z digitalni korelace obrazu.

optical point
scanner

A s 7N

Obrazek 23 — Schéma bublinového inflacniho testu, Sedé body znazornuji
znacky pro vyhodnoceni deformaci digitalni korelaci obrazu [36]

Nestlacitelnost cévni stény pii inflacn€é extenznich testech, kdy je cévni S$tép
povazovan za dokonale valcovou nadobu, ve které jsou deformace uvazovany pouze

vV normalovém sméru a jsou zanedbany smykové slozky napéti, 1ze vyjadrit vztahem

Ade Ay A =1, (1)
kde

(@)

jsou strece v jednotlivych smérech.

Pii stanoveni dulezitych pfedpokladi, Ze tloustka cévni stény vzorku je
nestlacitelna, tepenny $té€p je dokonale valcova nadoba s kruhovym prifezem a smykové
sloZzky napéti jsou zanedbatelné malé, se pak da deformace pii inflacné-extenznim testu
Vv obvodovém sméru vzorku vypocitat dle vztahu

@)

kde r je okamzity polomér vzorku, R je referencni polomér vzorku, viz Obrazek 22 — obé
hodnoty jsou ziskané z analyzy obrazu z kamer pomoci detekce hran z obrazu. Pro vypocet
deformace v axialnim sméru, za ptedpokladu platnosti vyse uvedenych piedpoklad, plati:
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Eq = —— 4)

kde [ je okamzita dalka vzorku v ROI, L je referen¢ni délka vzorku v ROI, viz Obrazek 22.

Po vypoctu deformaci je mozné vynést zatéZzovaci charakteristiky vzorkl
v zavislosti tlak-deformace.

Pro vypocet napéti vyvolan¢ho vnitinim tlakem lze pro cévni Stépy pii splnéni
jistych piedpokladia (viz kapitola 8) vyuzit teorii tenkosténnych nebo tlustosténnych
valcovych rotacné symetrickych nadob. V této praci byla pouzita teorie tenkosténnych
valcovych rotaén¢ symetrickych nadob. Jedna se o jednodussi metodu vypoctu, pii které
muze a nemusi vzniknout vétS§i chyba pfi ureni napéti v cévni sténé oproti teorii
tlustosténnych nadob. Pfi porovnavani skupin vzorku, o kterém je i tato prace, je ale tato
metoda dostate¢né relevantni [2].

K popisu a predikci mechanické odezvy cévni stény muze slouzit také matematické
modelovani — konstitutivni rovnice, které maji za cil co nejpfesnéji popsat skutecnost,
a soucasné pfijimaji fadu idealizovanych piedpokladi. Odezva cévni stény je modelovéana
dle hyperelastickych nebo viskoelastickych modelti pro anizotropni materidly. Tyto
modely pracuji s matematickymi pifedpisy hustoty deformaéni energie. Dle
hyperelastickych modelt je deformacni energie zavisla na miie deformace a materidlovych
parametrech, které jsou ziskany na zakladé experimentti a dopocitany. Jednotlivé modely
se 1i8i vypoctovymi vztahy pro hustotu deformac¢ni energie, poc¢tem a typem materialovych
parametri. Mezi nejuzivanéjsi hyperelastické modely pro cévni sténu patii napt. HGO
model (dle autorti - Holzapfel, Gasser, Ogden), model GOH (stejni autofi), ktery dopliuje
HGO o uvazovani nejednoznacnosti orientace kolagennich snopcti, nebo model Fungiv ¢i

Baekuv.
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8 Teorie tenkosténnych nadob — skorepin

Tato teorie popisuje namahani v konstrukénich elementech plosného charakteru, jejichz
jeden rozmér — tloustka — je vyrazné mens$i nez ostatni rozméry. Pokud jde o valcové
skofepiny jde o pomér mezi primérem valce a jeho tloustkou a ten to pomér by mél byt
10:1 a vyssi, aby byla splnéna podminka pro uvazovani skoiepiny. Dale je potieba

pro vypocty napéti ve skofepinadch potfeba uvazovat tzv. membranovy stav skotfepiny.

A B

dm dk / 6 ! \

Obrazek 24 — Vytnuti nekonecné malého elementu mezi dveé meridiany a
dvema rovnobézkami (A) a znazornéni na sebe kolmych napéti

zpusobenych vnitinim tlakem ve sméru meridianit a rovnobézek (B) [38]
Podminky pro skotepinu, kterd se nachazi v membranovém stavu jsou: velikost spojitého
zatizeni stény skofepiny se nesmi ménit nahle, tloustka stény skofepiny se nesmi ménit
nahle, vn&j8i sily plsobici na skofepinu (véetné reakci v uloZeni) musi mit smér tecny
k povrchu skofepiny, poloméry kiivosti a poloha stiedu kiivosti se nesmi ménit nahle.
Vsechny tyto ptedpoklady by v teoretické roviné mély byt béhem infla¢né-extenznich testl
cévnich §tépu splnény [38].

Pro stanoveni napjatosti v rotatné symetrické membrané je potieba v télesa
vyjmout nekonecné maly element mezi nekonecné blizkymi rovnobézkami a dvéma
nekonecné blizkymi meridiany, viz Obrazek 24.A. Na vytnuty element ptisobi tlakové
zatizeni p a element je udrzovan v rovnovaze napétim g; ve sméru meridianu a zaroven
napétim o, ve sméru rovnob&zky, viz Obrazek 24.B. Pro sestaveni rovnice rovnovahy je
potieba schematicky nakreslit vynaty element se vSemi silovymi u¢inky, které na néj
pusobi, viz Obrazek 25.Slozkova rovnice rovnovahy do sméru normaly n vstupuje do ni
sila dF a sily vyvolané ve sténach elementu napétimi o; a g,. Tyto sily jsou v rovnici

vyjadieny svymi svislymi (sinusovymi) slozkami [38]. Rovnice rovnovahy ma tvar
2-al-sin%-H-dm+2-az-sin%-H-dk—dF=0 (5)
Pro malé thly plati
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R L

a dale plati

dm =R, -da, a dk=R;-day
dF=pdmdk=pR2da2R1d0(1 (7)

Po dosazeni vztahi (6) a (7) do rovnice (5) a po upravach vznikd rovnice

rovnovahy ve sméru normaly v jednoduchém tvaru

01 02 D
R, R, H’ (8)

Tento tvar rovnice rovnovahy se nazyva Laplaceova rovnice.

Obrazek 25 — Vynaty element skorepiny s vyznacenymi
silovymi ucinky [38], upraveno
Vzhledem kuvazovani cévnich S$tépu jako wvalcovych skofepin s kruhovym
prufezem, je potieba modifikovat obecny tvar Laplaceovy rovnice. Napéti ve dvou
smérech muiZzeme rozli§it na napéti v obvodovém sméru o, a na napéti v axidlnim
sméru g,. Polomér kiivosti v obvodovém sméru je uren polomérem valcové skofepiny r
a polomér kiivosti v axidlnim sméru je vzhledem ke geometrii oteviené¢ho valce roven
nekonecnu, viz Obrazek 26. Laplaceova rovnice tak ma pro valcové skofepiny kruhového

prifezu tvar
O-C Ga _ B

4t ©

r o h
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Z toho napéti v obvodovém sméru je potom

o, =T

(10)

Napéti v axialnim sméru lze odvodit dle Obrazek 26, kde je vyznacena sila Q

zpusobena vnitinim tlakem p.

Napéti v axialnim sméru lze pak vyjadiit jako

2

prr p o,
_ _,.P_% 11
2k 2h 2 (11)

Oq

_Q_
S

Pro vyjadieni okamzité tloustky stény h je mozné vyuzit vztah (1) a (2) uvazujici

nestlacitelnost cévni stény

A =

h
H A2, lor (12)

Po dosazeni vztahu (12) do vztahu (10) je vyjadfen vysledny vzorec pro vypocet

napéti v obvodovém pro valcovou skotepinu s kruhovym prifezem:

r?l

TR (13)

Oc =P

Vztah pro vypocet napéti v axidlnim sméru pro valcovou skotepinu s kruhovym
prufezem zlstava stejny jako ve vztahu (11).

Obrazek 26 — Znazornéni namahani a silovych ucinkii na cévni
stenu pri inflacné-extenznich testech, ze kterého vychazi vypocty
napeti v jednotlivych smerech
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9 Experimentalni ¢ast

Experimentalni ¢ast této prace se tykala predev§im zpracovani dat ziskanych z inflacné-
extenznich testl. Tento typ in vitro mechanickych testii se snazi pfiblizit namahani cévni
stény v lidském téle. Byla k dispozici data z celkem 62 infla¢né-extenznich testi, tepenné
Stépy byly ziskdny od 32 darch. Pii testovani byl vzdy sniman prabéh vnitiniho tlaku
tlakovym senzorem a deformace vzorkl byly zaznamenavany dvéma kamerami. K ziskani
hodnot deformaci bylo vradmci této prace nutné zpracovat metodou analyzy obrazu
(detekci hran) cca 372 000 snimkd.

9.1 Vzorky

V ramci této prace byly zkoumény a porovndvany c¢tyii skupiny vzorkl tepennych Stépu:

— mnativni Stépy ziskané z multiorganovych odbéri, které byly testovany
do 24 hodin od amrti pacienta — celkem 5 vzorki;

— nativni S$tépy kadaverozni, které byly odebrany na patologii pii pitve
a testovany do 48 hodin od umrti pacienta — celkem 9 vzork;

— pomalu rozmrazené Kryoprezervované vzorky, ziskané z TU FNHK,
rozmrazeny pomoci standardniho protokolu — Vv chladnicce s fizené
zvySovanou teplotou od 2 °C do 8 °C po dobu 120 minut — celkem 8 vzorkd;

— rychle rozmrazené kryoprezervované vzorky, ziskané zTU FNHK,
rozmrazeny rychlym zplisobem ve vodni 14zni o teploté 37 °C béhem 5 minut

— celkem 10 vzorka.

Celkem tak bylo k dispozici 32 vzork(i humannich tepennych $tépi od 32 darcu.
Pied samotnym testovanim byl z konct kaZzdého vzorku odfiznut tenky krouzek, jak
ukazuje Obrazek 27. Tento krouzek byl rozstfizen a byly na ném zméfeny zakladni
rozméry potiebné pro dal$i analyzu. Na péti rdznych mistech krouzklt byla zméfena
tloustka cévni stény. Tloustka H byla ziskana primérem téchto naméfenych hodnot.
Krouzek byl poté rozstfizen, rozvinut do roviny a zméfena jeho dalka, tedy obvod
tepenného Stépu. Z této hodnoty byl nasledné za predpokladu kruhového prurezu vzorkl
vypocitan stfedni polomér vzorku Rm dle vztahu Rm = O/2n. Diky zmétfené tloust’ce H
bylo mozné dopocitat i hodnoty vn&jsiho poloméru Re a vnitiniho poloméru Ri jako
Re,i=0/2n + H. Zmedicinského pohledu je pro transplantace cévnich S§tépu

vvvvvv

tepennych $tépu uvadi Tabulka 1.
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Obrazek 27 — Nativni vzorek ilicke tepny s odriznutymi krouzky
pro méreni tloustky stény a priméru vzorku

Oznaceni Rozméry

vzorku Typ Stépu anatomicky Tloustka stény | Vnitini polomér| Pohlavi, vék

¢vut H[mm] Ri [mm]
1RD oblouk aorty a hrudni aorta 1.339 6.542 muz, 27 let
@ 2RD oblouk a hrudni aorta 1.583 9.361 muz, 27 let
S 5RD oblouk a hrudni aorta 1.255 8.522 muz, 38 let
E 6RD hrudni aorta 1.399 7.352 muz, 41 let
Y £ 9RD a.femoralis 0.483 2.446 7ena, 36 let
9 o 10RD a.femoralis 1.153 2.846 muz, 61 let
:3 % 13RD bifurkace aorty, ilické tepny 0.636 3.118 muz, 40 let
% ':_>’. 14RD bifurkace aorty, ilické tepny 0.671 2.798 muz, 40 let
3 19RD bifurkace aorty, ilické tepny 0.740 2.692 Zena, 73 let
E 20RD bifurkace aorty 0.523 3.222 muz, 21 let
s o 4PD oblouk aorty 1.395 8.194 muz, 49 let
E_ § 8PD hrudni aorta 1.919 7.712 muz, 37 let
g g 11PD bifurkace aorty 0.721 4.248 muz, 27 let
X N 12PD bifurkace aorty 0.432 2.403 muz, 27 let
; 15PD oblouk a hrudni aorta 1.657 9.324 muz, 65 let
© 16PD a.femoralis 1.034 2.398 muz, 61 let
§ 17PD a.femoralis 0.803 3.524 muz, 67 let
e 18PD bifurkace aorty, ilické tepny 0.864 4.299 muz, 72 let
29D ilické tepny 0.947 4.407 muz, 53 let
30D ilické tepny 0.773 2.968 muz, 53 let
31D hrudni aorta 0.910 7.682 zena, 44 let
32D a.femoralis 0.527 2.044 Zena, 44 let
33D a.femoralis 0.569 1.866 zena, 44 let
- 37D ilické tepny 0.610 3.352 muz, 46 let
>8. 38D ilické tepny 0.682 3.520 muZ, 46 let
74 39D bfisni aorta 1.191 6.677 muz, 46 let
‘c 43D ilické tepny 0.738 4.631 muz, 76 let
’é‘ 44D ilické tepny 0.799 4.461 muz, 76 let
g 46D ilické tepny 0.488 3.208 muZ, 76 let
% 47D bfini aorta 0.982 5.286 muz, 70 let
Q 49D karotida 0.827 3.750 muz, 70 let
50D karotida 0.777 4.068 muz, 79 let

Tabulka 1 — Vzorky tepennych §tépu se zarazenim do skupin, oznacenim, anatomickou specifikaci
a zakladnimi rozmeéry a strednimi hodnotami zdkladnich rozmeériu
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Analyza rozméri mezi jednotlivymi zkoumanymi skupinami byla provedena

pomoci dvoustranného dvojvybérového t-testu s nerovnosti rozptyld. Pied provedenim
t-testu bylo zkontrolovano pomoci box ploti, zda v geometrickych rozmérech nejsou mezi
skupinami odlehla pozorovani, viz Obrazek 28. Pii dvojvybérovém t-testu se statisticky
zkoumd podobnost nebo rozdilnost stfednich hodnot dvou vybért, skupin dat. V tomto
piipadé byla porovnavéana tloustka cévni stény mezi kazdymi dvéma zkoumanymi
skupinami. Stejn¢ tak byly porovnavany i hodnoty wvnitfniho poloméru Ri mezi
jednotlivymi skupinami. Vysledek t-testu je reprezentovan hodnotou pravdépodobnosti
p-value. Hladina vyznamnosti byla nastavena na 95 % (p-value = 0,05). Pokud je tedy
vysledna hodnota p-value > 0,05, vychazi nesignifikantni rozdil mezi stfednimi hodnotami
zkoumanych vybéri, muzeme tedy rozdil mezi stfednimi hodnotami uvazovat jako
statisticky nevyznamny. Dle takto nastaveného t-testu se mezi sebou zkoumané skupiny
signifikantné nelisi (p-value > 0,05) ani v jednom z rozméra vzork, viz Tabulka 2.

10 2.0
9 “' "l' 1.8 T
8 : 1.6
7 T 1.4 T °
E 6 = 12
£ X E X
£ 5 X . E' 1.0 b4 =
& 4 ° x T 08 s "
2 a 0.4
1 0.2
0 0.0
ORD OPD O Multi B Kad ORD OPD O Multi B Kad

Obrazek 28 — Porovnani rozmeérii jednotlivych skupin zkoumanych tepennych stépi,
vlevo vnitini polomér Ri, vpravo tloustka steny H

Hodnoty pravdépodobnosti p Ri [mm] H[mm]
RD-PD « 0.7778 |+ 0.5816
RD- o 0.4459 |&f 0.1568
RD-Kad " 0.5611 |+ 0.2153
PD- « 0.3340 |+ 0.1033
PD-Kad " 0.3905 |« 0.1357

-Kad " 0.6571 |+ 0.7043

Tabulka 2 — Vysledky oboustrannych dvojvyberovych
t-testit s nerovnosti rozptyli mezi zkoumanymi skupinami
vzorkil; zadna porovndvanda skupina se signifikantné nelist
pri hladiné vyznamnosti p = 0,05
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9.2 Testovani a jejich vyhodnoceni

K testovani mechanickych vlastnosti byla vyuzita metoda inflacné-extenznich testi.
V piipadé této prace byly testy provedeny podle schématu, viz Obrazek 29. Testovany
vzorek byl sevien vertikalné mezi upinaci trny, z nichZ jeden byl nepohyblivy a druhy
umoznoval vzorku pohyb v axidlnim sméru a krut okolo podélné osy vzorku, viz Obrazek
29. Okruh byl uzavieny. Do upnutého vzorku byla pulsatorem cyklicky pumpovéna voda,
ktera vytvarela vnitini tlak a simulovala pulsaci krve. Rychlost posuvu pistu pulsatoru, a
tedy i rychlost zatézovani vzorku byla fizena pocita¢em. Vnitini tlak byl sniman pomoci
tlakového modulu KTS (rozsah 0-28 kPa, frekvence snimani 600 Hz), ktery byl
S pocitacem propojen pies analogové-digitalni pievodnik. Pribéh deformovani vzorkd, tj.
geometrie vzorkd pii zatézovani, byl sniman dvéma kamerami Basler acA2500
srozlisenim 2592-2049 px (5.3 Mpx), které byly vzajemné pootofeny o 90° kolem
vzorku, viz Obrazek 29. Kamery snimaly obraz s frekvenci 10 Hz, pfi kazdém testu tak
bylo jednou kamerou nasnimano okolo 3 000 snimkd. Pro spole¢né zahdjeni snimani
obrazu dvéma kamerami a snimani tlaku tlakovym senzorem bylo pouzito synchroniza¢ni
tlacitko. To do systému vyslalo skokovy napétovy signdl 5 V. Pro lepsi detekci znacek
na vzorcich a detekci obryst vzorki byly po celou dobu experimentt tepny osvétlovany

vykonnymi svétly. Pro detekei zmény délky vzorku v axidlnim sméru byly ve stfedni Casti

Obrdazek 29 — Schéma aparatury inflacné-extenznich testii; 1 — tepenny stép,
2 — spodni pohyblivy upinaci trn; 3 — horni pevny upinaci trn; 4 — stojan;
5 — tlakovy senzor; 6 — vysokofrekvencni kamery; T — pulsdtor;

8 — analogove-digitalni prevodnik; 9 — mérici a ridici pocitac tlak. senzoru
a pulsatoru; 10 — Mérici pocitac kamer. systéemu; 11 — synchronizacni
tlacitko
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vzdy nalepeny znacky, viz Obrazek 29 a Obrazek 30. Pro detekci zmény rozmeéru

vV obvodovém sméru, tedy obrys tepny, bylo za nasviceny vzorek umisténo kontrastni ¢erné

pozadi.

Y [px]

Obrdzek 30 — Detail testovaci aparatury inflacné-extenzniho
testu; 1 — testovany tepenny stép s nalepenymi znackami
V horizontalnim smeru, 2 — tlakovy senzor; 3 — horni
nepohyblivy upinaci trn; 4 — spodni pohyblivy upinaCi trn
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Obrazek 31 — Ukazka detekovani hran v ROI a prevedeni snimkii na bindrni mapu
Vv prostredi Matlab
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K ziskdni dat o zméné¢ rozméri VvV obvodovém a axidlnim sméru bylo pouZito
prostiedi programu Matlab. Ziskané snimky vzorkti béhem zatézovani byly v odstinech
Sedi. Pomoci algoritmu v Matlabu byly naprahovany a pfevedeny na binarni mapu.
Umisténé znacky a kontrastni ¢erné pozadi se pak jevily jako cerné a osvétleny vzorek jako
bily, viz Obrazek 31.

Diky rozhrani ¢erné a bilé tak mohlo dojit k detekci hran na kazdém snimku z obou
kamer. Pro detekci hran byly na vzorku vybrany tzv. oblasti zajmu ROI (region
of interest), viz Obrazek 31. Casovad zména vzdalenosti hran od sebe ve vertikalnim
a horizontalnim sméru pak odpovidala zméndm rozmeérii v obvodovém a axidlnim sméru.
Detekované hrany, nyni jiz Gsecky, viz Obrazek 31, sestavaly z nékolika desitek az stovek
bodii. Pro vypocet deformaci v obvodovém i axidlnim sméru, byly pouzity stfedni
(pramérné) vzdalenosti hran v kazdém snimku. Ziskand data o zménéach rozmérii v ROI
byla navic primérovana z obou kamer, nebot’ tepenné §tépy nebyly striktné valcovitého
tvaru. Primérovanim dat z téchto dvou kamer je tak snizena nepifesnost méteni. Také byl

stanoven piedpoklad, ze v oblasti stfedni ¢asti vzorki, kde jsou ROI, se tepny deformuji
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Obrdzek 32 — Priibéh tlaku a vyznaceni 8. a 65. cvklu, vlevo znazornéni posloupnosti
zatezovacich rychlosti

jako valec kruhového prifezu [35]. V této praci byla zkoumana mechanickd odezva pii
kvazistatickém zatéZovani tepennych S$t€pld a zaroven pii nulovém vnéj$im axialnim
zatizeni. Rychlost posuvu pistu pulsatoru byla 0,1 mm/s. Tomu odpovidala frekvence
pulsace pii kvazistatickém zatéZzovani — 0,05 Hz. Jeden cyklus v zavislosti na maximalnim
dosazeném tlaku trval cca 30 s. Vnitini tlak cyklicky nartstal s frekvenci 0,05 Hz. Kazdy
vzorek byl nejdiive ptfedcyklovan 7 cykly, aby doslo kustdleni zatézovaci kiivky
viskoelastického materialu, jak popisuji kapitola 5.2 a Obrazek 15. Vyhodnocovana byla
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zatézujici faze 8. cyklu kvazistatického zatézovani, viz Obrazek 32. Vzorek byl poté

postupné zatézovan rychlostmi simulujicimi 30, 60 a 120 tepi za minutu (tedy 0,5 Hz,
1 Hz a 2 Hz) a nakonec op¢t kvazistaticky. Pii kone¢ném kvazistatickém zatézovani byl
vyhodnocen 65. cyklus od pocatku celého testovani, viz Obrazek 32. Na tomto 65. cyklu
bylo mozné pozorovat vliv ndsobného cyklického zatéZzovani pti porovnani s vysledky
z 8. cykKilu.

Diky vzestupné (nabézné) hran¢ signdlu ze synchroniza¢niho tladitka bylo
provedeno sfazovani tlaku a snimkt z kamer. Frekvence snimani tlaku a obrazu byla
rozdilna. Kazdému snimku (dva snimky ze dvou synchronné bézicich kamer) byla
piifazena jedina spravna hodnoty tlaku uvnitt vzorku, tedy zatizeni.

Po sfazovani zaznamu tlaku a snimkua z kamer, které¢ byly podrobeny detekci hran,
byla k dispozici data o referenénim a okamzitém poloméru a referen¢ni a okamzité délce
vzorku v ROl pro danou hodnotu vnitiniho tlaku. Bylo tak mozné vypocitat deformace
v obvodovém sméru dle vztahu (3) a v axidlnim sméru dle vztahu (4). Pro jednotlivé
vzorky pak mohly byt vyneseny charakteristiky v zavislosti tlak-deformace
pro 8. a 65. cyklus pti kvazistatickém zatézovani, viz Obrazek 33.

Pro technickou praxi a z hlediska namahani cévni stény je urCujicim tidajem napéti
vyvolané vnitinim tlakem. Charakteristiky v zavislosti tlak-deformace nezohlednu;ji
geometrické rozméry zkoumanych vzorkl. Stejny wvnitini tlak tak muize u vzorkl
s odliSnou geometrii a s odliSnym pomérem Dm/H vyvolat rizné velika napéti. Z toho
divodu je potieba pro relevantni zavéry prace zkoumat charakteristiky v zavislosti napéti-
deformace. Vzorky tepennych $tépt byly uvazovany jako valcové skotfepiny s kruhovym
prifezem. K ziskani hodnot napéti v obvodovém a axidlnim sméru tak byla vyuZita teorie
valcovych skotepin kruhového prifezu, ktera je podrobné&ji popsana v kapitole 8. VVzorky
tepennych $tépt zkoumané v této praci splnuji predpoklady pro uziti zminéné teorie. Mezi
né patii predev§im vhodny pomér mezi stftednim primérem Dm a tloustkou cévni stény H.
Tento pomér by pro valcovou skotepinu mél byt 10:1 a vyssi. Primérnd hodnota dané¢ho
poméru u vSech zkoumanych vzork byla ptiblizné 11,1:1. Dalsi ptedpoklady pro uZiti této
teorie uvadi kapitola 8. Pro vypocet napéti v obvodovém sméru byl pouzit vztah (13),
pro napéti v axialnim sméru vztah (11). Po aplikaci teorie valcovych skofepin kruhového
prufezu mohlo dojit k vyneseni zatézovacich kiivek v zavislosti napéti-deformace vsech
vzorkd béhem 8. a 65 cyklu pii kvazistatickém zatézovani, viz Obrazek 34. Pfi porovnani
Obrazek 33 a Obrazek 34, tedy charakteristik v zavislostech tlak-deformace a napéti
deformace jsou patrné zasadni posuny charakteristik nékterych vzorkd z divodu odliSnych
geometrickych rozmért.
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Obrdzek 33 — ZateZovaci krivky tlak-deformace vsech vzorkii vsech skupin
pro 8. cyklus (C8 — 1 a 2) a 65. cyklus (C65 — 3 a 4) v obvodovém a axialnim smeru
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Obrazek 34 — Zatezovaci krivky napéti-deformace vsech vzorku viech skupin

pro 8. cyklus (C8 — 1 a 2) a 65. cyklus (C65 — 3 a 4) v obvodovém a axialnim smeru
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Experimentalni ¢ast/Vysledky

Diky vétSimu mnozstvi dat mohlo byt pfistoupeno k vytvofeni reprezentativni
pramérné charakteristiky pro jednotlivé zkoumané skupiny v obvodovém a axialnim
sméru, Viz Obrazek 35. Kazda experimentalné ziskana charakteristika byla prolozena
interpolovanymi daty s jednotnym krokem. Doslo tedy k pfevzorkovani dat charakteristik.
Tato interpolovana data pak byla na konkrétnich hodnotach napéti zprimérovana a byla tak
vytvoiena reprezentativni pramérna charakteristika, viz Obrazek 35. Pievzorkovani mohlo
byt provedeno jen do hodnot napéti, na kterych byla dostupna data pro vSechny vzorky
dané skupiny (v obvodovém sméru zhruba do hodnoty 100 kPa, v axidlnim sméru
do hodnoty 50 kPa). Jedin¢ pak reprezentovala primérna charakteristika skute¢né vSechny
vzorky dané skupiny. Interpolace experimentalnich dat je jednodussi variantou
k pfevzorkovani a dala by se nahradit aplikaci materialového modelu pro hyperelastické
anizotropni materialy, jak je uc¢inéno v praci [2]. Reprezentativni charakteristiky pak slouzi
k znazornéni mechanické odezvy celé vybrané skupiny vzorkt. V jednom grafu se tak da
zkoumat odezva skupin vzorkli v obvodovém i axialnim sméru, coz je vyhodné

pro stanoveni zavéri prace.
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Obrazek 35 — Znazornéni ziskani reprezentativni primérné charakteristiky
pomoci interpolace experimentdlnich dat, vV tomto pripadé v obvodovém smeéru
kadaveroznich nativnich vzorki
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10 Vysledky

Ze vsech provedenych inflacné-extenznich testd byly vyhodnoceny zatézujici casti
8. a 65. cyklu pii kvazistatickém zatézovani bez vnéjsiho axialniho predpéti, viz Obrazek
34. U dvou vzorkt (2RD, 4PD) nebyla ziskana data pro 65. cyklus zatéZzovani. Vzorky
selhaly kvili skrytym perforacim v tepenné sténé. Charakteristiky napéti-deformace a tlak-
deformace pro jednotlivé skupiny vzorkt jsou uvedeny v dodatku, viz Obrazek 39,
Obrazek 40, Obrazek 41, Obrazek 42. Ukéazka zjednoduseni charakteristik jednotlivych
vzorkli pomoci interpolace experimentdlnich dat na primérmné reprezentativni
charakteristiky jednotlivych skupin vzorki pro 8. a 65. cyklus je ukdzana na Obrazek 35.

Z téchto reprezentativnich charakteristik na Obrazek 36 lze vycist, ze vzorky vSech
Ctyf zkoumanych skupin vykazovaly pii infla¢né-extenznich testech vys$si deformace
V obvodovém sméru V porovnani s axialnim smérem.

P11 pohledu na nativni skupiny vzorkt na Obrazek 36.1 a Obréazek 36.3 je viditelny
rozdil v mechanické odezvé mezi vzorky ze skupiny multiorgdnovych odbéri
a kadaver6znich $tépa. Skupina kadaverdznich $tépi vykazuje v obou smérech vétsi sklon
smérnice charakteristiky, a tedy vyssi tuhost pti vysSich hodnotach napéti.

Pomalu a rychle rozmrazené vzorky vykazuji podobné vlastnosti. Zatézovaci
kfivky se v obvodovém i axidlnim sméru témét prekryvaji ptiblizné do hodnoty napéti,
které odpovida hodnoté diastolického tlaku, viz Obrazek 37. Tato hodnota napéti pak
odpovida tlaku cca 10,7 kPa a je v charakteristice napéti-deformace pro obvodovy i axialni
smér vyznacena na Obrazek 37. Je patrné, Ze nad touto hodnotou se primérné
charakteristiky rozchazeji. Rychle rozmrazené vzorky se pfti stejném zatizeni deformuji
vice oproti pomalu rozmrazenym vzorkiim.

Pti porovnani charakteristickych kiivek z Obrazek 36.1 a Obrazek 36.2 s Obrazek
36.3 a Obrazek 36.4 lze vycist vliv nasobného cyklického zatéZovani na mechanickou
odezvu tepennych $tépl. Zde je rozdil mezi odezvou v 8. a 65. cyklu pti kvazistatickém
zatézovani patrny u vSech skupin vzorkd. Nejvyrazngjsi je pak u skupin
kryoprezervovanych vzorkl, viz Obrazek 36.2 a Obrazek 36.4. Pti 65. cyklu dochazi
Kk pomérné vyssim deformacim u vSech skupin vzorki. Tento trend je nejznatelné&ji

u kryoprezervovanych vzorku jak v obvodovém, tak i v axidlnim sméru.
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Obrdzek 36 - Reprezentativni priumérné charakteristiky ziskané pomoci interpolace
pro 8. cyklus kvazistatického zatezovani — skupiny nativnich vzorkii (1) a skupiny

kryoprezervovanych vzorkii (2); pro 65. zatézovaci cyklus — skupiny nativnich vzorkii (3)
a skupiny kryoprezervovanych vzorkii (4); kde () — axidlni smér; (C) — obvodovy smér
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Obrazek 37 — Porovnani reprezentativnich charakteristik kryoprezervovanych
skupin vzorkit pro 8. a 65. cyklus (1 a 2) pri kvazistatickém zatézZovdni, vyznacena
hodnota napéti odpovidajici diastolickému tlaku (diastola), na které se charakteristiky

rychle a pomalu rozmrazené skupiny zacinaji odchylovat od sebe,
() — axidlni smer; (c) — obvodovy smer

Dulezitym  vysledkem  této  prace je  vyrazny narGst  deformace
u kryoprezervovanych vzorki oproti vzorkiim nativnim, jak je vidét na Obrazek 36. Vyssi
deformace jsou patrné u obou skupin kryoprezervovanych vzorki, pfedev§im pak u rychle
rozmrazenych, viz Obrazek 36.2 a Obrazek 36.4. Vyrazny nartst deformace je v porovnani
S nativnimi vzorky znatelny pfedevSim v axidlnim sméru kryoprezervovanych vzorku.
Zatézovaci kiivky v axidlnim a obvodovém smeéru jsou si u skupin kryoprezervovanych
vzorkll vyrazné blizsi oproti skupindm nativnich vzorkd. Mechanicka odezva v axialnim
sméru kryoprezervovanych vzorki se dokonce blizi odezvé nativnich vzorkti v obvodovém

smeru.

51



Vysledky/Diskuze
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Obrazek 38 — Podobnost trendii charakteristik skupin vzorkii z multiorganovych
odberu a vzorkit pomalu rozmrazenych nad hodnotou diastolického tlaku pro 8. cyklus (1)
a 65. cyklus (2) kvazistatického zatézovani,
(a) — axidlni smer; () — obvodovy smer
Porovnanim zatéZovacich kiivek pro skupinu vzorkd z multiorgdnovych odbért
a pomalu rozmrazenych vzorkid je mozné zjistit podobnost trendu kiivek pii vyS$$im napéti.
Zatézovaci kiivky téchto skupin vykazuji nad hodnotou napéti, které odpovida
diastolickému tlaku, podobné smérnice charakteristik. Tato podobnéd odezva pro tyto dvé
skupiny plati v obvodovém i axidlnim sméru pro 8. 1 65. cyklus, jak je patrné z Obrazek 38.
Pomalu rozmrazené vzorky pouze dosahuji vysSich deformaci pifi niz§im napéti oproti

nativnim vzorkiim z multiorganovych odbéra.
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11 Diskuze

Vysledky této prace navazuji na dlouhodoby vyzkum vlivu kryoprezervace na mechanické
vlastnosti cévnich S$tépl. V ptredchdzejicich pracich byl zkouman vliv kryoprezervace
avliv rychlosti zaté¢Zovani prevazné na mechanické vlastnosti zil — konkrétné¢ VSM,
Viz napf. [2, 26, 39]. V této praci se jednalo o zkoumani vlivu kryoprezervace na tepenné
Stépy a 0 porovnani s mechanickou odezvou nativnich tepennych Stépti pii kvazistatickém
zatézovani. Zkouman byl vliv rychlosti rozmrazeni kryoprezervovanych tepennych $tépt
na mechanické vlastnosti. Porovnavana byla skupina vzorkii rozmrazenych pomalu dle
standardniho protokolu (120 minut pti 2-8 °C) a skupina vzorkii rozmrazenych rychlym
zpusobem (5 minut ve vodni ldzni o teplot¢ 37 °C). Mechanické odezvy
kryoprezervovanych vzorkd byly porovnany s odezvou nativnich vzorkl ziskanych
Zz multiorganovych odbérti a z kadaveri. K ziskani mechanické odezvy byly analyzovany
inflaéné-extenzni testy pfi kvazistatické rychlosti zatéZzovani s nulovym vnéjSim axidlnim
predpétim. Pro vypocet napéti ve vzorcich byla aplikovana teorie tenkosténnych valcovych
skofepin. K vytvofeni reprezentativnich charakteristik jednotlivych skupin vzorki
Vv obvodovém 1 axidlnim sméru byla pouzita metoda interpolace experimentalnich dat.
Provedeno bylo pfevzorkovani dat sjednotnym krokem a nasledné primérovani
na stejnych hodnotach napéti. Toto je jednodussi zpisob ziskani reprezentativnich kiivek
nez aplikace matematického modelu, ale vzhledem k vétSimu poctu zkoumanych vzorkl —
32 vzorki od 32 darcti — mlZe mit 1 primérovani interpolovanych dat dobrou vypovédni
hodnotu.

Zkoumané vzorky tepennych $tépi v této praci byly odlisnych anatomickych typu.
Porovnavany tak mezi sebou byly rozmérové a do jisté miry i strukturné rozdilné tepny,
napf. hrudni aorta a a. femoralis, viz Tabulka 1. Pravé proto byla provedena analyza
dalezitych geometrickych rozmér vzorki: tloustky cévni stény a vnitiniho poloméru. Dle
t-testl, které porovnavaly tyto rozméry mezi jednotlivymi skupinami vzorkd, se nevyskytly
signifikantni odliSnosti ve zkoumanych rozmérech. Zaroven byl ovéfen vyhovujici pomér
sttedniho priméru a tloustky stény, aby mohla byt aplikovana teorie valcovych skotepin
kruhového prifezu (pomér 10:1 a vyssi). Zkoumané skupiny vzorkii tak mezi sebou mohly
byt porovnany. Pro zvySeni objektivity by vSak mély byt porovnavany $tépy anatomicky
stejného typu tepny a déarct v uritém vékovém rozpéti, s detailnim popisem zdravotniho
stavu darce. Vzhledem k slozitosti ziskdvani cévnich $té€pi k experimentalnimu testovani
jde vSak o pomérné naro¢né pozadavky.

Pocet vzorkd jednotlivych zkoumanych skupin byl pro =ziskani vysledki
uspokojivy, viz Tabulka 2. Pouze u nativnich vzorkli z multiorgdnovych odbérti bylo
pracovano jenom S péti vzorky. Na zakladé mechanické odezvy téchto vzorkd byla
stanovena prumérna charakteristika této skupiny, je vSak potfeba piihlédnout k relativné
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malému poctu vzorkl této skupiny, cozZ mize mit negativni vliv na vypovédni hodnotu
reprezentativni charakteristiky.

Ptfi porovnani reprezentativnich charakteristik pro kryoprezervované a nativni
vzorky na Obrazek 36 je patrny vyrazny nartst deformace u kryoprezervovanych skupin
vzorkll v axidlnim 1 obvodovém sméru oproti nativhim vzorkliim. Charakteristiky
Vv obvodovém a axidlnim sméru u kryoprezervovanych skupin vzorkl jsou si vzajemné
velmi podobné — prabéhy charakteristik se k sobé ptiblizuji. Tim se li§i od nativnich
vzorki, kde je patrny vliv anizotropie materialu — vyrazny rozdil mezi trendy charakteristik
ve zkoumanych smérech navzijem. Muzeme konstatovat, ze kryoprezervace ma vliv
na narist poddajnosti v obvodovém, a piedevs§im v axialnim sméru, a tedy na pokles miry
anizotropie u tepennych S$tépu. Tento vysledek koresponduje s vysledky praci [2, 39].
Vysledky prace [2] komentuji rozdil mezi odezvou nativnich a kryoprezervovanych vzorku
VSM v axialnim sméru. Dle [2] dochéazi u nativnich vzorkl v axialnim sméru k velmi
malym deformacim nebo deformacim v zapornych hodnotach, naopak kryoprezervované
vzorky VSM se v axialnim sméru téméf vyhradné prodluzuji. Tento poznatek souhlasi
s vysledky této prace, viz dodatek — Obrazek 40 a Obrazek 42, kde jsou zndzornény
charakteristiky jednotlivych skupin v axidlnim sméru. Je otdzkou, jak presné
kryoprezervace ovliviiuje zménu struktury tepenné stény. Narlst deformace pii vysSim
napéti je pozvolné&jsi nez u nativnich vzorkd, viz Obrazek 36.1 a Obrazek 36.2. Za tuzsi
odezvu pti vysSich napéti u nativnich vzorkii zodpovidaji svazky kolagenu se svymi
mechanickymi vlastnostmi, viz Obrazek 10. Subjektivni hypotézou je, Ze mohlo
pti kryoprezervaci dojit k naruseni pravé struktury kolagennich svazkii v cévni sténé.
Zmény ve struktufe kolagennich vldken a bun¢k hladké svaloviny V tepenné sténé¢ béhem
kryoprezervace popisuje prace [40], neni zde vSak pifimo potvrzena souvislost mezi
zménou struktury kolagennich vldken a zvySeni poddajnosti cévni stény.

Pomalu a rychle rozmrazené vzorky vykazuji podobné charakteristiky v obou
zkoumanych smérech pfiblizn€ do hodnoty diastolického tlaku, jak ukazuje Obrazek 37.
V oblasti pracovniho zatiZzeni — nad hodnotou diastolického tlaku — zacinaji byt rychle
rozmrazené vzorky poddajnéjsi a dosahuji vyssich deformaci. Rychly zplisob rozmrazeni
tak mize mit zasadngj$i (negativni) vliv na zménu struktury tepenné stény oproti
pomalému rozmrazeni. Porovnanim vlivu rychlosti rozmrazeni kryoprezervovanych tepen
se zabyvaly studie [33, 41, 42] — konkrétné zkoumaly postupné lidské ilické tepny, lidsky
kofen aorty a krali¢i karotidy. Snimky z elektronového mikroskopu v [41, 42] odhalily
morfologické zmeény v cévni sténé oproti nativhim tepennym Stépum. U rychle
rozmrazenych vzorku vSak byly tyto zmény markantnéjsi [41]. Jednalo se predevs§im
0 ztratu vrstvy endothelia, lehké smrsténi bun€k hladké svaloviny a o poSkozeni bazalni
laminy[41]. Pravé tato naruseni cévni stény mohou byt pfi¢inou rozdilnosti mechanické
odezvy pomalu a rychle rozmrazenych vzorkd i v této praci.

Soucasti prace [41] bylo i uniaxialni testovani vzorkd, které vSak mélo za vysledek

nesignifikatni odliSnosti v mechanické odezvé pomalu a rychle rozmrazenych S§tépt
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ilickych tepen. V ramci této prace byly zkoumany vysledky inflacné-extenznich testt,

které simuluji zatézovani cév dokonaleji nez uniaxialni testovani. Na zéklad¢ vysledku této
prace lze konstatovat, Zze se pomalu a rychle rozmrazené kryoprezervované vzorky
v mechanické odezvé odlisuji, viz Obrazek 37.

Studie [33] potvrdila zvySeny vyskyt naruSeni cévni stény v obvodovém sméru
piirychlém zpusobu rozmrazeni. PoSkozeni cévni stény dle [33] pak miZe mit pavod
v ptili§ rychlé devitrifikaci biologického materialu pti rozmrazeni, kdy vznikaji v materialu
vysokd pnuti. Pii pfekonani procesu devitrifikace pomalejsi rychlosti rozmrazeni byla
pozorovana vyrazn¢ mensi mira poSkozeni cévni stény [33].

Kryoprezervované §tépy VSM zkoumaly prace [2, 39, 43]. V praci [2] byl zkouman
vliv rychlosti zatézovani na mechanickou odezvu VSM. Dle [2] pomaly zpusob rozmrazeni
nezpusobuje vyraznou zménu v mechanické odezvé v obvodovém sméru pii zadné
rychlosti zatézovani. Rychle rozmrazené vzorky VSM vykazovaly pii vyssich rychlostech
zatézovani vyrazné odliSnou mechanickou odezvu oproti nativnim vzorkiim, a jsou tak
pravdépodobné kryoprezervaci ovlivnény vice nez pomalu rozmrazené vzorky [2]. Toto
souhlasi i s vysledky této prace. Kvazistatické zatézovéani kryoprezervovanych vzorki
VSM je popsano v praci [39]. Zde je uvedeno, ze jsou hodnoty deformaci rychle a pomalu
rozmrazenych vzorkii VSM pfi kvazistatickém zatézovani velmi podobné. Pti zkoumani
morfologickych zmén ze snimkl elektronového mikroskopu po pomalém a rychlém
rozmrazeni vzorki VSM v praci [43] nebyly patrné zasadni rozdily ve zménach struktury
cévni stény mezi témito dvéma zpisoby rozmrazeni.

Vétsi mira naruseni struktury rychlym zptsobem rozmrazeni mliZze byt patrna také
z vlivu nasobného cyklického zatézovani. Pfi ném dosSlo u rychle rozmrazenych vzorkt
k pomérn¢ vétsimu nartstu poddajnosti oproti pomalu rozmrazenym vzorkiim, jak je
patrno pfi porovnani Obrazek 37.1 a Obrazek 37.2. Tento jev byl pozorovan i v praci [39].
U nativnich vzorkl neni vliv ndsobného cyklického zatéZovani oproti kryoprezervovanym
skupinam vzorkim pfili§ zietelny.

Pii porovnani reprezentativnich charakteristik pomalu rozmrazenych vzorki
S nativnimi vzorky z multiorganovych odbéra je patrnd podobna odezva cca nad hodnotou
diastolického tlaku, viz Obrazek 38 — smérnice charakteristik jsou podobné. Muzeme
mluvit o podobné tuhosti téchto dvou skupin pifi odlisSnych hodnotach deformaci.
Rozmrazeni pomalym zplisobem ma dle tohoto vysledku vliv na zvySeni dilatace vzorku
pfi zatizeni. Toto je velmi pfiznivy vysledek pro standardni protokol rozmrazovani. Pokud
by se tedy pfi implantaci pomalu rozmrazeného tepenného alotransplantitu piedem
pocitalo s jeho dilataci pfi zatizeni, napi. zvolenim mensSiho priméru S§t€pu, po ustaleni
mechanickych vlastnosti §t€épu by mohl tento kryoprezervovany S$tép vykazovat stejné
chovani jako nativni tepenny $tép.

Zkoumané byly dvé skupiny nativnich vzorkid — tepenné $tépy z multiorgdnovych
odbéri a zkadaverl. Pfi porovnani téchto dvou skupin mezi sebou je patrné,

ze kadaverdzni vzorky maji pfi vySSim zatizeni v obou smérech tuzsi odezvu, viz Obrazek
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36.1 a Obrazek 36.3. To miZe byt zplsobeno rozdilnou dobou uplynulou od umrti
pacienta, vyoperovani S§tépi az do jejich zpracovani v laboratofi. U vzorku
Z multiorganovych odbéri to byl Casovy interval mezi umrtim a testovanim zhruba
12 hodin, u kadaveroznich vzorka byl tento interval asi dvojnasobny. Tato vétsi Casova
prodleva oproti vzorkiim z multiorganovych odbéri mize byt pficinou vétsi tuhosti
kadaverdznich vzorkiu. Vliv na vyssi tuhost kadaverdznich vzorki mohl mit také vyssi
pramérny veék pacienti. U skupiny kadaverdznich vzorka byl primérny veék pacientl
65 let, u skupiny vzorki z multiorgdnovych odbéri pouze 48 let. Vliv vyssiho véku
na narust tuhosti cévni stény popisuje prace [44].

Zajimavym zjisténim po vyneseni charakteristik v§ech vzorki do grafu bylo patrné
rozdéleni vzorkli do dvou skupin — S tuzsi a poddajnéjsi odezvou v obvodovém sméru.
Tento jev Ize pozorovat na Obrazek 34.1 a Obrazek 34.3. V dodatku na Obrazek 43 jsou
zvyraznény uvedené dvé skupiny vzorkd a viditelnd mezera mezi nimi. Toto bylo
pozorovano v obvodovém sméru pro 8. cyklus zatéZovani a rozdilnost danych dvou skupin
byla jeste¢ o trochu markantnéj$i po ndsobném cyklickém zatéZovani pii 65. cyklu, viz
dodatek, Obrazek 43. V8. i 65. cyklu zustalo slozeni skupin vzorkl stejné — vliv
nasobného cyklického zatéZzovani nezpisobil prechod vzorku ze skupiny poddajnéjSich
vzorkd do tuzSich ani naopak. V axidlnim sméru rozdéleni na tyto dvé skupiny nebylo
pozorovano, viz Obrazek 34.2 a Obrazek 34.4. Vzorky, které spadaji do jednotlivych
skupin, jsou rozepsany v dodatku, viz Tabulka 3. Pfevazna vétSina nativnich vzorkt spada
do skupiny s tuzsi odezvou. Zhruba polovina kryoprezervovanych vzorka patii do skupiny
s tuz§i odezvou, druha polovina do skupiny poddajnéjsich vzorki. Pfi analyze rozmért
kryoprezervovanych vzorki bylo zjisténo, ze vzorky s tuzsi odezvou jsou tepenné $tépy
z distalnich ¢asti téla, s menSim pramérem a S nizs$i hodnotou pomeéru sttedniho priméru
vaci tloust’ce cévni stény, viz Tabulka 3. Kryoprezervované vzorky ztepen vétSich
primérti a s vy$s$i hodnotou zminovaného pomeéru rozmérii — blizily se tedy vice modelu
valcové skotepiny — spadaly do skupiny s poddajnéjsimi charakteristikami. Vliv na toto
rozdéleni kryoprezervovanych vzorki miize mit i v€k pacientd. Primérny vek pacientl ze
skupiny tuzsich kryoprezervovanych vzorkl byl vyssi (58 let) neZ primérny vek pacientii u

poddajnéjsi skupiny kryoprezervovanych vzorki (40 let), coz koresponduje s teorii
korelace nardstu tuhosti s vékem dle [44].
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V ramci této prace byl zkouman vliv kryoprezervace na mechanické vlastnosti tepennych
Stépl. Kryoprezervované vzorky byly porovnany s mechanickou odezvou skupin nativnich
vzorkll. Soucasné byl zkouman vliv rychlosti rozmrazeni kryoprezervovanych vzorkt
na mechanické vlastnosti. Analyzovany a porovnany byly cCtyfi skupiny vzorkl. Dvé
skupiny nativnich vzorkl: $t€py z multiorgdnovych odbéri — celkem 5 vzorkl, Stépy
kadaverézni — celkem 9 wvzorkli. Dale dv€ skupiny kryoprezervovanych vzorka
rozdélenych dle typu rozmrazeni: pomalu rozmrazené (dle standardniho protokolu TU
FNHK, tedy po dobu 120 minut) — celkem 8 vzorku, a rychle rozmrazené (po dobu
5 minut) — celkem 10 vzorkd. U kazdého ze vzorkl byly uréeny zakladni rozméry —
tloustka cévni stény a polomér tepenného stépu.

Tepenné Stépy byly cyklicky zatézovany vnitinim tlakem  pomoci
inflaéné-extenznich testl. Kazdy vzorek byl postupné zatéZovan kvazistaticky, poté
postupné rychlosti pulzace simulujici 30, 60, 120 tepi za minutu, a nakonec opét
kvazistaticky. Vzorky byly testovany s nulovym vnéj$im axialnim ptredpétim. Celkem bylo
provedeno 62 inflacné extenznich testii. V této praci byla vyhodnocena zatézujici faze
8. a 65. cyklu kvazistatického zatézovani, na kterém bylo mozné zkoumat vliv nasobného
cyklického zatéZzovani. Celkem bylo vyhodnoceno 372 000 snimkl z kamer snimajicich
zmény rozmérl vzorku pii inflacné-extenznich testech. Z téchto snimkl bylo mozné ziskat
data o deformacich v obvodovém a axialnim sméru.

Pro vypocet napéti v obvodovém a axidlnim sméru byla vyuzita teorie valcovych
skofepin. Pro jednotlivé skupiny vzorkti byly vyneseny reprezentativni prumeérné
charakteristiky v deformacnich smérech. Reprezentativni charakteristiky byly
vyneseny do grafii a dle nich byly u¢inény tyto zaveéry prace:

— Tepenné S$tépy vSech ¢tyf skupin se deformuji vyrazné vice v obvodovém
sméru neZ v axidlnim sméru. Tyto odliSné mechanické vlastnosti ve dvou
zkoumanych smérech deformace tak miizeme pfisuzovat anizotropii materialu
tepenné stény.

— Skupina kadaveréznich tepennych S$tépu vykazuje pri vySSich hodnotach
napéti vyssi tuhost nez skupina $tépi z multiorganovych odbéra. Smérnice
skupiny kadaverdznich §tépt je pii vySSim zatizeni strmé&jsi, kadaverozni Sté€py
tuhnou rychleji.

— Skupiny pomalu a rychle rozmrazenych vzorki vykazuji podobnou odezvu
vV obvodovém i axialnim sméru priblizné do hodnoty diastolického tlaku.
Nad hodnotou diastolického tlaku se reprezentativni kiivky od sebe odchyluyi,

v

rychle rozmrazené se deformuji vice, jsou poddajné;si.
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— Vliv nasobného cyklického zatéZovani je patrny v naristu poddajnosti
u vSech skupin vzorki, predev§im pak u téch Kryoprezervovanych.
Pti porovnani 8. a 65. cyklu pii kvazistatickém zatézovani je predevsim u skupin
kryoprezervovanych vzorkl patrny narist deformace pii 65. cyklu, vyraznéji pak
u skupiny rychle rozmrazenych vzorki.

— Kryoprezervace zvySuje poddajnost a sniZuje miru anizotropie.
V obvodovém sméru skupin kryoprezervovanych vzorkii 1ze pozorovat vyrazné
vy$$i deformace oproti skupinam nativnich vzorkd. Vyrazny nartst deformace je
tak patrny hlavné v axidlnim sméru u skupin kryoprezervovanych vzorkd.
Charakteristiky v axialnim a obvodovém sméru u skupin kryoprezervovanych
vzorki vykazuji navzajem velmi podobné trendy. Tim se 1i$i od skupin nativnich
vzorki, kde je patrnd vEtSi mira anizotropie, tedy ze V jednotlivych smérech
deformace se mechanické odezvy znatelné lisi. Charakteristiky v axialnim sméru
se u skupin kryoprezervovanych vzorkl dokonce velmi blizi charakteristikdm
Vv obvodovém sméru skupin nativnich vzorki.

— Pomalu rozmrazené $tépy vykazuji podobnou mechanickou odezvu nad
hodnotou diastolického tlaku jako Stépy z multiorganovych odbéri. Krivky
zatizeni vV obvodovém 1 axidlnim sméru maji nad hodnotou diastolického tlaku
podobné smérnice. Pomalu rozmrazené vzorky se pouze pfi nizSich hodnotach
napéti deformuji vice, pii vy$$im napéti se vSak deformuji podobné jako Stépy
z multiorgdnovych odbéri. Standardni protokol rozmrazeni (pomaly — 120
minut pri 2-8 °C) se tak jevi jako vhodnéjSi metoda rozmrazeni

kryoprezervovanych vzorki.

V této praci bylo zkoumano pomérné velké mnoZstvi vzorkli tepennych Stépu.
Piesto by bylo vhodné provést dalsi testovani pro potvrzeni zavérh této prace. PredevSim
by pak m¢l byt bran zietel na rozmérovou a anatomickou podobnost zkoumanych §tépt.
Jak bylo zminéno, v této praci byly porovnavany tepenné $tépy rozdilnych anatomickych
typl. Pro pfesngjsi analyzu mechanickych vlastnosti tepennych $tépti jako biologického
materialu by bylo vhodnéj$i pouZzit matematické modely pro anizotropni hyperelasticky
material, jak je uzito v praci [2]. Pro vérnéjsi simulaci in vivo podminek by bylo vhodné
provést testovani s vn&j$im axialnim pfedpétim. V dal§im vyzkumu by bylo vhodné spojit
analyzu mechanickych vlastnosti pomoci inflaéné-extenznich testl s analyzou
morfologickych a histologickych zmén kryoprezervovanych vzorkli pomoci elektronového
mikroskopu. Detailngj§i zkoumani korelace mezi zménou struktury a zménou
mechanickych vlastnosti by jist¢ byla zajimavym pifinosem do problematiky

kryoprezervace cév.
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Obrdazek 39 — Prehled charakteristik jednotlivych skupin vzorkit v obvodovém sméru
pro 8. zatezovaci cyklus, vievo zavislost tlak-deformace, vpravo napéti-deformace
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Obrdazek 40 — Prehled charakteristik jednotlivych skupin vzorki v axialnim sméru
pro 8. zatezovaci cyklus, vievo zavislost tlak-deformace, vpravo napéti-deformace
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Obrdazek 41 — Prehled charakteristik jednotlivych skupin vzorkit v obvodovém sméru
pro 65. zatézovaci cyklus; vievo zavislost tlak-deformace, vpravo napéti-deformace
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Obrdazek 42 — Prehled charakteristik jednotlivych skupin vzorki v axialnim sméru
pro 65. zatézovaci cyklus; vievo zavislost tlak-deformace, vpravo napéti-deformace
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Obrdazek 43 — Vyznaceni dvou skupin se znatelné rozdilnou mechanickou odezvou

C8 - obvodovy smér

vV obvodovém sméru pri 8. a 65. zatezovacim cyklu;
skupina 1 —vzorky s tuzsi odezvou,; skupina 2 —Vvzorky s poddajnéjsi odezvou
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Dodatek/Seznam obrazku

Skupina 1 - obvodovy smér - tuzsi vzorky

Oznaceni Rozméry .
_ . S - " ———— ~ Pomér
v3orku Typ Stépu anatomicky Pohlavi, vék | Tloustka stény | Stredni polomér Dm/H
CVUT H [mm] Rm [mm]
14RD bifurkace aorty, ilické tepny muz, 40 let 0.671 3.134 9.340
13RD bifurkace aorty, ilické tepny muz, 40 let 0.636 3.436 10.805
10RD a.femoralis muz, 61 let 1.153 3.423 5.937
19RD bifurkace aorty, ilické tepny Zena, 73 let 0.740 3.062 8.276
12PD bifurkace aorty muz, 27 let 0.432 2.619 12.123
18PD bifurkace aorty, ilické tepny muz, 72 let 0.864 4.731 10.951
17PD a.femoralis muz, 67 let 0.803 3.925 9.776
16PD a.femoralis muz, 61 let 1.034 2.915 5.638
29D ilické tepny muz, 53 let 0.947 4.880 10.306
30D ilické tepny muz, 53 let 0.773 3.355 8.680
32D a.femoralis superf. Zena, 44 let 0.527 2.308 8.759
33D a.femoralis superf. zena, 44 let 0.569 2.151 7.560
37D ilické tepny muz, 46 let 0.610 3.657 11.991
38D ilické tepny muz, 46 let 0.682 3.861 11.322
43D ilické tepny muz, 76 let 0.738 5.000 13.551
44D ilické tepny muz, 76 let 0.799 4.861 12.167
46D ilické tepny muz, 76 let 0.488 3.452 14.147
47D brisni aorta muz, 70 let 0.982 5.777 11.767
50D karotida muz, 79 let 0.777 4.457 11.472
Primér 10.240
Skupina 2 - obvodovy smér - poddajnéjsi vzorky
Oznaceni Rozméry .
- . L. = = = = Pomér
v3orku Typ Stépu anatomicky Pohlavi, vék | Tloustka stény | Stfedni polomér Dm/H
CVUT H[mm] Rm [mm]
9RD a.femoralis Zena, 36 let 0.483 2.687 11.128
1RD oblouk aorty a hrudni aorta muz, 27 let 1.339 7.211 10.771
20RD bifurkace aorty muz, 21 let 0.523 3.484 13.323
2RD oblouk a hrudni aorta muz, 27 let 1.583 10.152 12.826
5RD oblouk a hrudni aorta muz, 38 let 1.255 9.150 14.581
6RD hrudni aorta muz, 41 let 1.399 8.051 11.510
15PD oblouk a hrudni aorta muz, 65 let 1.657 10.152 12.254
4PD oblouk aorty muz, 49 let 1.395 8.891 12.748
11PD bifurkace aorty muz, 27 let 0.721 4.609 12.785
8PD hrudni aorta muz, 37 let 1.919 8.672 9.038
31D hrudni aorta zena, 44 let 0.910 8.137 17.884
39D brisni aorta muz, 46 let 1.191 7.273 12.212
49D karotida muz, 70 let 0.827 4.163 10.068
Pramér 12.394

Tabulka 3 — Prehled vzorkii v jednotlivych skupindach z Obrazek 43 s detailnéjsim popisem

a vyznacenim pomeru Dm/H a priiméru tohoto pomeéru u jednotlivych skupin (Zluté)
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